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Im Rahmen dieser Arbeit untersuchte
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren

Muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren gehdéren zur gréBten Superfamilie von Re-
zeptoren, den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (Christopoulos und Kenakin,
2002). Alle Rezeptoren dieser Familie bestehen aus einem langen Proteinfaden,
der die Zellmembran siebenmal in Form von a-Helices durchzieht, wobei sich das
N-treminale Ende auf der extrazelluldren Seite befindet und das C-terminale Ende
im Cytoplasma lokalisiert ist (Hulme et al., 1990; Wess, 1993). Die sieben hydro-
phoben transmembrandren Domanen, die insgesamt durch jeweils drei extrazellu-
lare und intrazellulare Schleifen miteinander verbunden sind, weisen eine ringfor-
mige Anordnung auf, in deren Mitte sich die Ligand-Bindungstasche befindet, die
von der extrazelluldren Seite zuganglich ist (Pogozheva et al., 1997; Palczewski et
al., 2000). Uber die dritte intrazelluldre Schleife erfolgt die Kontaktaufnahme mit
dem G-Protein, das die nachgeschalteten Signaltransduktions-Mechanismen ver-
mittelt.
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Zum heutigen Zeitpunkt sind finf verschiedene Subtypen des Muskarin-Rezeptors,
M; — Ms, bekannt (Kubo et al., 1986; Bonner et al., 1987 und 1988). Ihnen ge-
meinsam ist der kdrpereigene Ligand Acetylcholin, welcher bei der Rezeptor-
Bindung jeweils Uber seine polare Aminogruppe mit einem Asparagin in der dritten
transmembrandren Domane interagiert (Spalding et al., 1994). Die verschiedenen
Subtypen unterscheiden sich voneinander im Hinblick auf die Art der G-Protein-
Kopplung, der nachgeschalteten Effektorproteine, ihrer Verteilung im menschli-
chen Korper sowie ihrer Funktionen auf zellularer Ebene, die sie vermitteln. M;-,
Ms- und Ms-Rezeptoren kénnen Uber ein Ggy/11-Protein die Phospholipase C aktivie-
ren, die in der Folge aus dem Zellmembran-Bestandteil Phosphatidylinositol die
sekunddren Botenstoffe Inositoltriphosphat (IPs) und Diacylglycerin (DAG) frei-
setzt. M- und Ms4-Rezeptoren hemmen beispielsweise (ber ein Gj,-Protein die
Adenylatcyclase, was die Konzentration des sekunddren Botenstoffes cyclisches
Adenosyl-Monophosphat (cAMP) absenkt (Richards, 1991; Caulfield, 1993; Felder,
1995).

Die Aufklarung des Verteilungsmusters der Muskarin-Rezeptor-Subtypen innerhalb
des menschlichen Organismus kann anhand von verschiedenen Techniken erfol-
gen. Eine Mdglichkeit ist die Quantifizierung der in einer Gewebeprobe enthaltenen
mRNA der funf Subtypen (Krejci und Tucek, 2002), weiterhin kann unter Verwen-
dung von Subtyp-selektiven Antikérpern (Ddrje et al., 1991; Levey et al., 1991)
oder Subtyp-selektiven, radioaktiv markierten Liganden gearbeitet werden (Ferra-
ri-Di Leo et al., 1994; Reever et al., 1997). Bei diesen Untersuchungen zeigte sich,
dass M;i-Rezeptoren vor allem in einigen Bereichen des Zentralnervensystems
(Cortex und Hippocampus) exprimiert werden. M,-Rezeptoren liegen ebenfalls im
Zentralnervensystem vor, dartiber hinaus im Herzen sowie der glatten Muskulatur.
Im zuletzt genannten Gewebe konnten auch Ms-Rezeptoren nachgewiesen wer-
den, sie sind lberdies im exokrinen Driisengewebe lokalisiert. Der M4- findet sich
wie der Ms-Rezeptor-Subtyp ebenfalls in gréBerer Zahl im Zentralnervensystem,
der M4-Rezeptor hauptsachlich im Vorderhirn und dem Striatum und der Ms-
Subtyp im Wesentlichen in der Substantia nigra und dem Hippocampus (Caulfield
und Birdsall, 1998).

Die weite Verbreitung der Rezeptor-Subtypen belegt ihren Stellenwert flir die Re-

gulation verschiedenster Kérperprozesse. Uber Muskarin-Rezeptoren ist in der Pe-
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ripherie eine Beeinflussung der Herztatigkeit, der Sekretion exokriner Driisen oder
der Kontraktion glatter Muskulatur méglich und im Zentralnervensystem spielen
sie eine wichtige Rolle bei der Schmerzwahrnehmung, der Gedachtnisleistung, der
Ausbildung und Umsetzung von Bewegungsbefehlen oder der Steuerung der Kor-
pertemperatur (Caulfield und Birdsall, 1998; Birdsall et al., 2001; Duttaroy et al.,
2002). Durch eine gezielte Beeinflussung von ausgewahlten Korperprozesse ist es
daher mdglich, Fortschritte in der Behandlung von Schmerzzusténden, des Morbus
Alzheimer, des Morbus Parkinson, der Schizophrenie, der chronisch obstruktiven
Bronchitis sowie von Stérungen der Herz- oder der Blasenfunktion zu erzielen
(Friedhoff und Alpert, 1973; Gomeza et al., 1999; Birdsall et al., 2001; Eglen et
al., 2001).

1.2 Allosterische Modulation von muskarinischen Acetylcho-

lin-Rezeptoren

Mittlerweile ist es mdglich, eine Vielzahl von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
allosterisch zu beeinflussen (Soudijn et al.,, 2001). Dies ist fiur die Muskarin-
Rezeptoren am besten erforscht. Alle fiinf Rezeptor-Subtypen besitzen neben der
orthosterischen Bindungsstelle, die vom physiologischen Liganden Acetylcholin
sowie von konventionellen Agonisten und Antagonisten wie Carbachol, Atropin
oder Scopolamin verwendet wird, ein weiteres, spezifisches Haftareal, das als al-
losterische Bindungsstelle bezeichnet wird (Lazareno und Birdsall, 1995; Holzgrabe
und Mohr, 1998). Dieses zusatzliche Haftareal befindet sich oberhalb der orthoste-
rischen Bindungsstelle in einem weiter extrazelluldr gelegenen Bereich des Rezep-
torproteins (Ellis et al., 1993; Voigtlander et al., 2003). Die nachfolgende Abbil-
dung 1.1 veranschaulicht schematisch die Lage dieser beiden Bindungsstellen an

Muskarin-Rezeptoren.
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Allosterische
Bindungsstelle ——__

Orthosterische
Bindungsstelle

Muskarin-Rezeptor

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Lage der allosterischen sowie der orthosterischen
Bindungsstelle an muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren.

Aufgrund der allosterischen Bindungsstelle sind alle flinf Subtypen des Muskarin-
Rezeptors allosterisch modulierbar (Ellis et al., 1991; Jakubik et al., 1995; Christo-
poulos et al., 1999). Dies bedeutet, dass sich orthosterische und allosterische Li-
ganden wechselseitig im Bezug auf ihre Affinitat zur jeweiligen Bindungsstelle be-
einflussen kénnen. Aufgrund der unterschiedlichen Haftareale kommt es dabei
nicht zu einer kompetitiven, sondern zu einer kooperativen Interaktion (Christo-
poulos und Kenakin, 2002).

Nach der Zugabe eines orthosterischen Liganden zu Muskarin-Rezeptoren stellt
sich ein dynamisches Gleichgewicht aus Ligand-Rezeptor-Komplexen sowie frei
vorliegenden Rezeptoren und Orthoster-Molekiilen ein. Allosterische Modulatoren
kdnnen die Lage dieses Bindungsgleichgewichtes verandern. Sie beeinflussen so-
wohl die Assoziation als auch die Dissoziation des Orthosters und das Verhaltnis
der beiden Prozesse zueinander bestimmt den Effekt des Modulators auf die Or-
thoster-Gleichgewichtsbindung (Jepsen et al., 1988; Schroéter et al., 2000). Durch
die Besetzung des freien Rezeptors mit einem Alloster kommt es zu einer Hem-
mung der Orthoster-Assoziation, und aus der Alloster-Bindung an einen Rezeptor,
dessen orthosterische Bindungsstelle besetzt ist, resultiert eine Unterdriickung der
Orthoster-Dissoziation. Dabei sind, basierend auf den Eigenschaften des Modula-
tors, drei sich prinzipiell voneinander unterscheidende Arten der Interaktion denk-

bar, die mit Abbildung 1.2 veranschaulicht werden sollen.
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Positive Koopera-
tivitat (pa > 0)

|

Neutrale Koopera-
tivitat (pa = 0)

|

Negative Koopera-
tivitat (pa < 0)

Spezifische
Orthoster-Bindung [%]

Modulator [logM]

Abbildung 1.2: Illustration der Beeinflussung der Orthoster-Gleichgewichtsbindung durch einen
positiv, neutral, oder negativ kooperativ wirkenden Modulator. Ordinate: Spezifische Orthoster-
Bindung in Prozent bezogen auf dessen spezifische Bindung in Abwesenheit eines Modulators;
Abszisse: Dekadischer Logarithmus der Modulator-Konzentration. Weitere Erlauterungen finden
sich im Text.

Besitzt ein Modulator eine hohere Affinitat zu Orthoster-besetzten als zu freien
Rezeptoren, hemmt er die Dissoziation starker als die Assoziation und das Ausmaf
der Orthosterbindung wird erhéht. Dies wird als positive Kooperativitat des Modu-
lators gegeniiber dem orthosterischen Liganden bezeichnet und ist in Abbildung
1.2 durch die nach oben gerichtete Konzentrations-Effekt-Kurve dargestellt. Aus-
gehend von dem auf 100 % festgesetzten Bezugswert in Abwesenheit eines al-
losterischen Modulators kann das AusmafB der Bindungsférderung durch den Pa-
rameter pa quantifiziert werden, der flir positiv kooperative Modulatoren ein posi-
tives Vorzeichen aufweist. o ist der Kooperativitatsfaktor des terndaren Modells al-
losterischer Interaktionen (Ehlert; 1988) und pa ist der negative dekadische Loga-
rithmus von a.

Im umgekehrten Fall ist die Affinitat des Modulators zu freien Rezeptoren groBer
als zu besetzten und es wird bevorzugt die Orthoster-Assoziation unterdrickt.
Daraus resultiert eine Verminderung der Orthoster-Gleichgewichtsbindung (untere
Kurve in Abbildung 1.2), was einer negativen Kooperativitat entspricht. Der pa-
Wert solcher Verbindungen ist negativ. Ein typisches Charakteristikum allosteri-
scher Interaktionen mit negativ kooperativen Modulatoren ist ein unteres Plateau

der Konzentrations-Effekt-Kurve, das signifikant héher als 0 % liegt. Im Gegensatz
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dazu wird das Niveau der spezifischen Orthoster-Bindung auf 0 % abgesenkt,
wenn sich eine Testsubstanz kompetitiv gegeniiber dem Orthoster verhalt.

Einen Sonderfall stellt die neutrale Kooperativitat dar, bei der es keinen Unter-
schied in der Modulator-Affinitdt zwischen besetzten und freien Rezeptoren gibt.
Die Assoziations- und die Dissoziationshemmung entsprechen sich und in der Fol-
ge bleibt die Lage des Bindungsgleichgewichtes des orthosterischen Liganden trotz
Zugabe steigender Konzentrationen des Allosters unverandert (mittlere Kurve in
Abbildung 1.2; Kostenis und Mohr, 1996b). Der pa-Wert von neutral kooperativen
Verbindungen ist gleich Null.

Es sei angemerkt, dass die Art der Kooperativitat generell abhangig ist vom Rezep-
tor-Subtyp, vom orthosterischen Liganden sowie vom allosterischen Modulator
(Lee und El-Fakahany, 1988).

1.3 Aspekte des therapeutischen Einsatzes allosterischer Mo-

dulatoren

Die Bedeutung der Muskarin-Rezeptoren innerhalb verschiedenster Kérperprozesse
ertffnet eine Reihe von therapeutischen Perspektiven (siehe 1.1). Es wurde daher
in zahlreichen Forschungsbestrebungen versucht, iber die Entwicklung Subtyp-
selektiver Verbindungen gezielt Einfluss auf ausgewahlte Prozesse zu nehmen,
was eine nebenwirkungsarmere Arzneimitteltherapie ermdglichen wiirde. Die funf
Rezeptor-Subtypen weisen jedoch vor allem im Bereich der Acetylcholin-
Bindungsstelle eine ausgepragte Sequenz-Homologie auf (Bonner, 1989; Hulme et
al., 1990), so dass bis heute keine Agonisten oder Antagonisten zu Verfligung ste-
hen, die ihre Wirkung nur an einem einzigen Rezeptor-Subtyp vermitteln (absolute
Subtyp-Selektivitat; Felder et al., 2000). Die zur Zeit verfligbaren Verbindungen
besitzen lediglich eine unterschiedliche Affinitdt zu den einzelnen Muskarin-
Rezeptoren, so dass sich die Substanz in therapeutischer Dosierung bevorzugt an
einen Subtyp anlagert. Mit zunehmender Wirkstoff-Konzentration nimmt jedoch
die Selektivitat ab und bei ausreichend hohen Konzentrationen werden alle funf

Subtypen gleichermaBen beeinflusst (relative Subtyp-Selektivitat). Dies trifft auch
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auf die im vergangenen Jahr in den deutschen Markt eingefiihrten antagonisti-
schen Arzneistoffe Darifenacin (Emselex®) und Solifenacin (Vesikur®) zu, die zur
Therapie der Reizblase indiziert sind. Im Vergleich zu den bisher Ublicherweise
verwendeten Substanzen Oxybutynin (z.B. Oxybutanon®), Tolterodin (Detrusitol®)
und Trospium (z.B. Spasmex®) sollen die neuen Substanzen eine etwas héhere
relative Subtyp-Selektivitdt gegentiber dem Ms-Rezeptor und deshalb eine bessere
Vertraglichkeit aufweisen (Ikeda et al., 2002; Nelson et al., 2004). Der 2002 zur
Behandlung der chronisch obstruktiven Bronchitis zugelassene Rezeptor-
Antagonist Tiotropium (Spiriva®) verfiigt ebenfalls nicht {iber eine absolute Sub-
typ-Selektivitat. Eine bevorzugte Wirkung am Ms- gegeniber dem M,-Subtyp auf-
grund einer schnelleren Dissoziation von M,-Rezeptoren ist in vitro darstellbar
(Barnes, 2000).

Die meisten der heute bekannten allosterischen Liganden weisen ebenfalls eine
relative Subtyp-Selektivitdt auf, sie besitzen typischerweise die hdchste Affinitat zu
M,- und die niedrigste zu Ms-Rezeptoren (Ellis et al., 1991; Ellis und Seidenberg,
2000; Buller et al., 2002). Dennoch verfligen allosterische Modulatoren Uber das
Potential zu gréBerer Selektivitat, da die Sequenz-Homologie der flinf Subtypen
innerhalb der allosterischen Bindungsstelle im Vergleich zum orthosterischen Haft-
areal deutlich geringer ausgepragt ist (Tucek und Proska, 1995). Dariliber hinaus
ergibt sich aus dem allosterischen Prinzip eine weitere Mdglichkeit, wie absolute
Subtyp-Selektivitat zustande kommen kann. In diesem Fall weist ein Modulator an
einem Subtyp positive oder negative Kooperativitdt mit dem physiologischen Li-
ganden Acetylcholin auf und verhalt sich an den tbrigen Subtypen neutral koope-
rativ gegenliber Acetylcholin. Dadurch wird die Bindung des Acetylcholins nur an
einem Rezeptor-Subtyp verandert (Birdsall et al., 1997).

Neben einer erleichterten Entwicklung von Subtyp-selektiven Arzneistoffen erge-
ben sich aus dem Prinzip der allosterischen Modulation weitere therapeutische
Vorteile. Der Effekt eines Modulators ist von Art und AusmaB der Kooperativitat
mit Acetylcholin abhangig. Daraus ergibt sich, dass die Wirkung selbstlimitierend
ist (Lillmann et al., 1969), was die Gefahr einer Intoxikation nach Uberdosierung
reduziert (Holzgrabe und Mohr, 1998). Die bemerkenswerte Moglichkeit der Foérde-
rung der Acetylcholin-Bindung durch einen allosterischen Modulator eréffnet inte-

ressante Perspektiven in der Therapie von Krankheitsbildern, die auf eine vermin-
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derte cholinerge Aktivitat zurlickgehen. Im Gegensatz zu Muskarin-Rezeptor-
Agonisten sind positiv kooperative Modulatoren in der Lage, die Rezeptorerregung
gezielt nur an denjenigen Synapsen zu verstarken, an denen Acetylcholin freige-
setzt wird. Durch den Modulator kann so auch das physiologische Muster einer
wechselnden Rezeptorerregung erhalten werden, was mit Rezeptor-Agonisten, die
eine Dauerstimulation des Rezeptors bewirken, nicht mdglich ist.

Trotz dieser Vorteile finden sich im derzeitigen Arzneischatz nur wenige allosteri-
sche Modulatoren, die vor allem Ligand-gesteuerte Ionenkandle betreffen. Deren
prominenteste Vertreter sind die Benzodiazepine, die vorwiegend als Antikonvulsi-
va, Anxiolytika, Sedativa oder Myotonolytika eingesetzt werden. Benzodiazepine
interagieren positiv kooperativ mit dem inhibitorischen Neurotransmitter y-
Aminobuttersaure (GABA) im Zentralnervensystem. Durch die Forderung der
GABA-Bindung am GABAa-Rezeptor, einem Ligand-gesteuerten Ionenkanal, kommt
es Uber den erhohten Einfluss inhibitorischer Neurone zu einer Dampfung der Ak-
tivitat des Zentralnervensystems (Allan und Harris, 1986; Sieghart, 1992). Galan-
tamin (Reminyl®), ein Antidementivum, das zur Therapie leichter bis mittelgradi-
ger Formen des Morbus Alzheimer indiziert ist, vermittelt einen Teil seiner Wirkung
durch allosterische Modulation. Neben der Hemmung der Acetylcholinesterase for-
dert es die Bindung des physiologischen Transmitters an nikotinischen Acetylcho-
lin-Rezeptoren, was die Aktivitat des cholinergen Systems erhdht (Maelicke et al.,
2000; Santos et al., 2002). Dartiber hinaus wird fiir zahlreiche Inhalations- und
Injektionsnarkotika ebenfalls ein allosterischer Wirkungsmechanismus diskutiert,
bei dem die GABAs-Rezeptoren vermutlich eine zentrale Rolle einnehmen (Kra-
sowski und Harrison, 1999).

Das Calcimimetikum Cinacalcet (Mimpara®), das 2004 fiir den deutschen Markt
zugelassen wurde, verstarkt die Wirkung von Calcium-Ionen an Calcium-sensitiven
Rezeptoren der Nebenschilddrise, die wie die Muskarin-Rezeptoren zu den G-
Protein gekoppelten Rezeptoren zahlen. Dies vermindert die Freisetzung von Pa-
rathormon, was sich giinstig auf die Krankheitsbilder des primaren und des sekun-
daren Hyperparathyreoidismus sowie des Nebenschilddriisen-Karzinoms auswirkt
(Block et al., 2004; de Francisco, 2005; Peacock et al., 2005).
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1.4 Allosterische Modulatoren muskarinischer Acetylcholin-

Rezeptoren

1.4.1 Verbindungen vom Alkan-Bisammonium-Typ

Um die in 1.3 erlauterten therapeutischen Vorteile der allosterischen Modulation
muskarinischer Acetylcholin-Rezeptoren erreichen zu kénnen, wurden in der Ver-
gangenheit viele Substanzen entwickelt und auf ihre modulierenden Eigenschaften
hin untersucht. Zu den am intensivsten beforschten Substanzen zdhlen dabei die
Verbindungen vom Alkan-Bisammonium-Typ (z.B. Kostenis et al., 1994; Staudt et
al., 1998; Nassif-Makki et al., 1999; Bender et al., 2000; Botero Cid et al., 2000;
Holzgrabe et al., 2000; Li et al., 2001; Balatkova, 2002; Raasch et al., 2002; Gils-
bach et al., 2003; Mohr et al., 2003; Muth et al., 2003; Muth et al., 2005). Der
Prototyp-Modulator W84 ist der Hauptvertreter dieser Substanz-Klasse, seine

Struktur ist in Abbildung 1.3 gezeigt.
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Abbildung 1.3: Strukturformel des Prototyp-Modulators W84 aus der Gruppe der Verbindungen
vom Alkan-Bisammonium-Typ.

Wie zahlreiche andere Modulatoren weist W84 die hdéchste Affinitat zum M,- und
die niedrigste Affinitat zum Ms-Subtyp auf, wenn die Rezeptoren mit dem Antago-
nisten N-Methylscopolamin (NMS) besetzt sind (Ellis et al., 1991; Ellis und Seiden-
berg, 2000; Buller et al., 2002). In den vergangenen Jahren ist es gelungen, die-
sen Affinitatsunterschied von etwa zwei Dekaden auf molekularer Ebene zu erkla-
ren. Im Gegensatz zum Ms-Rezeptor enthdlt der M,-Subtyp die Aminosduren
7"Tyrosin und ***Threonin, die innerhalb der zweiten extrazelluldren Schleife bzw.

am Beginn der siebten transmembrandren Domane lokalisiert sind. Werden diese
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beiden Epitope durch die jeweils korrespondierende Aminosaure des Ms-Rezeptors
ersetzt, entsteht eine Rezeptor-Doppelmutante, zu der W84 eine identische Affini-
tat hat wie zum Ms-Subtyp (Buller et al., 2002; Voigtlander et al., 2003). Diese
beiden Aminosauren sind demnach an der Ausbildung des Haftareals von W84 an
NMS-besetzten M,-Rezeptoren beteiligt. Anhand von Antagonismus-Untersuchun-
gen konnte gezeigt werden, dass viele andere, strukturell deutlich abweichende
Modulatoren dasselbe Haftareal wie W84 verwenden, weshalb es als ,gemeinsame
allosterische Bindungsstelle™ bezeichnet wird (Ellis und Seidenberg, 1992; Trankle
und Mohr, 1997).

Auf der Basis der experimentellen Befunde von W84 entwickelten J6hren und Holt-
je (2002) ein dreidimensionales Modell des Antagonist-besetzten M,-Rezeptors,
das in Abbildung 1.4 dargestellt ist.

) 423Threonin
177Tyrosin

Abbildung 1.4: Modell des AMMethylscopolamin (NMS)-besetzten M,-Rezeptors. Die sieben
transmembrandanen Domdnen sind dunkelgrau dargestellt, das N-terminale Ende (oben rechts)
mittelgrau und die extrazelluldren Schleifen hellgrau. Die Gitternetzlinien symbolisieren das freie
Volumen innerhalb des Rezeptorproteins. Der Ligand NMS ist die orthosterische Bindungsstelle
eingepasst (unten links), das allosterische Haftareal ist frei (oben rechts). Die Position der Amino-
sduren M, YTyrosin und M, ***Threonin, die an der Ausbildung der allosterischen Bindungsstelle
von W84 beteiligt sind, ist durch Pfeile markiert (nach Jéhren und Héltje, 2002, und Voigtlander et
al., 2003).
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Die Kooperativitat der verschiedenen Alkan-Bisammonium-Modulatoren mit NMS
an M,-Rezeptoren, die zumeist in einem Mg-Phosphat-Tris-Puffersystem bei pH 7,3
und 37 °C untersucht wurde, ist abhangig von der molekularen Struktur. W84 so-
wie diejenigen Derivate, die aus einer Veranderung der endstandigen Phthalimid-
Gruppen hervorgegangen sind, weisen eine hdhere Affinitat zu freien als zu be-
setzten Rezeptoren auf und sind dadurch negativ kooperativ (siehe 1.2), demge-
genlber besitzen W84-Derivate, die ein- oder mehrfach im Bereich der Molekiil-
kette zwischen den beiden lateralen Resten methyliert wurden, ein umgekehrtes
Affinitats-Verhaltnis, weshalb sie sich positiv kooperativ verhalten (Balatkova,
2002; Raasch et al., 2002; Muth et al., 2003).

1.4.2 Silizium-haltige Verbindungen

Die Alkan-Bisammonium-Substanzen sind aufgrund von zwei quartaren Stickstof-
fen permanent positiv geladen. Diese Strukturelemente, die langere Zeit als essen-
tiell angesehen wurden (Holzgrabe et al., 1996a und b), schréanken das therapeu-
tische Potential dieser Modulatoren jedoch stark ein, da sie vermutlich eine Uber-
windung biologischer Barrieren wie die Blut-Hirn-Schranke verhindern. Um vor
diesem Hintergrund eine Verbesserung zu erzielen, wurde von Daiss (2004) ein
quartarer Stickstoff von W84 durch ein Silizium-Atom ausgetauscht. Es resultierte
mit TD2 der erste Vertreter der sogenannten Silizium-haltigen Verbindungen, des-
sen Struktur in Abbildung 1.5 dargestellt ist.
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Abbildung 1.5: Strukturformel von TD2, dem ersten Vertreter der Silizium-haltigen Verbindun-
gen.

Der singuldre Atom-Austausch hat die Kooperativitat mit NMS bemerkenswerter-

weise von negativ nach positiv umgekehrt (Daiss et al., 2002). Daflir verantwort-

11



1. Einleitung

lich ist eine signifikante Erhdhung der Affinitdt zu besetzten Rezeptoren, die nun
diejenige zu freien Rezeptoren, die unverandert geblieben ist, tbersteigt. TD2 un-
terdriickt bevorzugt die Orthoster-Dissoziation und fordert daher die NMS-
Gleichgewichtsbindung.

Eine Substanz, die basierend auf W84 aus einem zweifachen N*/Si-Austausch her-
vorgegangen ist, besitzt hingegen keinerlei Affinitat zu NMS-besetzten Rezeptoren
(Daiss et al., 2002). Fir die Rezeptor-Interaktion scheint somit eine positive La-

dung zwingend erforderlich zu sein.

1.5 Fragestellung

In der Folgezeit wurden einige weitere Silizium-haltige Verbindungen auf ihre al-
losterischen Eigenschaften hin untersucht. Dabei zeigte sich, dass nahezu alle von
ihnen die NMS-Bindung férdern, was im klaren Gegensatz zu den struktur-
analogen Alkan-Bisammonium-Verbindungen steht, welche die NMS-Bindung aus-
nahmslos absenken. Es scheint somit allein durch den N*/Si-Austausch zu einem
grundlegend veranderten allosterischen Verhalten gekommen zu sein.

Diese Hypothese wurde im ersten Teil dieser Arbeit geprift, indem fir vierzehn,
durch strukturelle Variationen von TD2 hervorgegangene Verbindungen die Struk-
tur-Wirkungs-Beziehungen der Silizium-haltigen Modulatoren charakterisiert und
mit denjenigen verglichen wurden, die fur die Alkan-Bisammonium-Substanzen
bekannt sind. Unter diesen Verbindungen befand sich auch die Substanz TD32, die
statt des quartdren einen tertidaren Stickstoff enthalt, der unter physiologischen
Bedingungen protoniert vorliegt. Mit Hilfe von TD32 sollte berprift werden, ob
fur die Rezeptor-Interaktion eine tempordre anstelle einer permanenten positiven
Ladung ausreichend ist (vergleiche 1.4).

Die Untersuchungen wurden durchgeflihrt in Form von Radioligand-Bindungs-
studien mit dem Radioorthoster [3H]NMS unter Verwendung von Membransuspen-
sionen aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe, dessen Muskarin-Rezeptoren zu
uber 90 % vom M,-Subtyp sind (Kreji und Tucek, 2002). Anhand von kinetischen

Studien, welche die Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation durch die Testsub-
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stanzen erfassten, wurde deren Affinitat zu Antagonist-besetzten Rezeptoren er-
mittelt. Weiterhin wurde der Einfluss auf die [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung un-
tersucht, woraus sich Aussagen zur Modulator-Affinitat zu freien Rezeptoren sowie
zur Kooperativitat ableiten lassen.

Ein Vergleich der experimentellen Befunde mit den Struktur-Wirkungs-
Beziehungen der Alkan-Bisammonium-Verbindungen (z.B. Muth et al., 2003) er-
gab, dass die allosterischen Eigenschaften beider Modulator-Klassen grundlegend
voneinander abweichen. Aus diesem Grund wurde im zweiten Teil der vorliegen-
den Arbeit der Frage nachgegangen, ob es durch den N*/Si-Austausch zu einer
veranderten Interaktion mit dem M,-Rezeptor und somit zu einem Wechsel derje-
nigen Rezeptorepitope kommt, die flir die M,/Ms-Selektivitat verantwortlich sind.
Dazu wurden geklonte humane M- und Ms-Wildtyp-Rezeptoren sowie punktmu-
tierte M,-Rezeptoren eingesetzt, in denen M, ’Tyrosin und/oder M, *“**Threonin,
die sich als essentielle Epitope fiir die M,/Ms-Selektivitdt von W84 herausgestellt
haben (siehe 1.4.1), gegen die jeweils korrespondierende Aminosdure des Ms-
Subtyps ausgetauscht wurden. Im Rahmen von kinetischen Untersuchungen wur-
den die Affinitdten ausgewahlter Silizium-haltiger Modulatoren zu diesen, mit
[3HINMS besetzten Rezeptoren bestimmt und die Ergebnisse mit den Befunden
verglichen, die flir verschiedene Alkan-Bisammonium-Verbindungen vorliegen
(Raasch, 2003; Voigtlander et al., 2003). Es zeigte sich, dass der Austausch eines
quartdren Stickstoffes durch ein Silizium-Atom zu einer grundlegenden Anderung

der Epitopabhdngigkeit an M,-Rezeptoren flhrt.
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Kapitel 2

Methoden, Materialien, Reagenzien und
Losungen

Im nachfolgenden Kapitel werden die Methoden dargestellt, mit welchen die in
Kapitel 3 dargestellten Ergebnisse erhoben wurden. Die dabei eingesetzten Mate-
rialien (,M"), Reagenzien (,R“) und Losungen (,L") sind am Ende dieses Kapitels,

unter 2.6 und 2.7, in Ubersichtlicher Form aufgeflhrt.

2.1 Membransuspensionen aus Hausschwein-Herzventrikel-

Gewebe

2.1.1 Herstellung einer Membransuspension

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein GroBteil der Ergebnisse unter Verwendung

von Membransuspensionen erzielt, die aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe
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2.1 Membransuspensionen aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe

prapariert wurden. Da die Herstellungstechniken bereits an anderen Stellen detail-
liert beschrieben wurden (z.B. Trankle et al., 1996; Dittmann, 2003), sollen sie
hier nur kurz wiedergegeben werden.

Die ganz frischen Hausschwein-Herzen wurden Uber den Schlachthof Kdln bezo-
gen. Sie wurden in einzelne Gewebestiicke portioniert und bis zur Weiterverarbei-
tung bei — 80 °C gelagert. Die eigentliche Praparation wurde in einer Kiihlkammer
bei 4 °C durchgeflihrt. Das etwas angetaute und mit einem Wiegemesser grob
zerkleinerte Ventrikel-Gewebe (ca. 40 g) wurde dafir zunachst zweimal mit ca. 20
ml einer 0,32 M Saccharose-Lésung (L1) gespllt, um anhaftende Blutreste zu ent-
fernen, und anschlieBend in 800 ml frischer Saccharose-Lésung (ca. 20 ml/g
Feuchtgewicht des Herzgewebes) erst in einem Waring-Blendor-Homogenisator
(M1) und dann in einem Potter-Elvejhem-Glashomogenisator (M2) fein zerkleinert.
Die erhaltene Suspension wurde anschlieBend flir 11 min bei 4 °C und 2000 rpm
zentrifugiert (M3, Beckman Rotor-Typ 35), die entstandenen Pellets wurden ver-
worfen. Der Uberstand wurde erneut (41 min, 4 °C und 32000 rpm) zentrifugiert,
der Uberstand wurde sodann verworfen. Die als Pellet gesammelten, gewiinschten
Membranfragmente wurden in etwa 120 ml (ca. 3 ml/g Feuchtgewicht des Herz-
gewebes) 50 mM Tris-HCI-Puffer (L2) aufgenommen und erneut fiir kurze Zeit im
Glashomogenisator zur Erzielung einer einheitlichen Suspension homogenisiert.
Aliqguota mit 0,5 und 1 ml wurden in Eppendorf-ReaktionsgefaBe (M4) Uberflhrt,
in flissigem Stickstoff schockgefroren und abschlieBend bis zur experimentellen

Verwendung bei — 80 °C aufbewahrt.

2.1.2 Bestimmung des Proteingehaltes der Membransuspensionen

Der Proteingehalt der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Membransuspensio-
nen aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe wurde nach Lowry et al. (1951) be-
stimmt, wobei als Standard-Substanz humanes (R4) Serumalbumin eingesetzt
wurde.

Uber den Proteingehalt der in dieser Arbeit hergestellten Membranpréparationen
gibt Tabelle 2.1 Auskunft. Der gemittelte Proteingehalt aller Suspensionen betrug
5,61 £ 0,79 mg Protein/ml Membransuspension (Mittelwert £ S.E.M, n = 11).
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Membransuspension Proteingehalt

(Tag der Praparation) [mg/ml Membransuspension]
24.09.2001 443 + 0,18
24.01.2002 2,42 £ 0,07
20.02.2002 8,19 +£ 0,93
13.05.2002 2,77 £ 0,30
20.06.2002 1,15 + 0,40
10.07.2002 7,42 £ 0,78
04.12.2002 4,65 + 0,23
24.02.2003 6,77 £ 0,65
08.05.2003 7,47 £ 0,59
10.06.2003 8,25 + 0,81
27.10.2003 8,16 £ 0,82

Tabelle 2.1: Proteingehalte der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Membransuspensionen aus
Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler von drei unab-
hangigen Doppelbestimmungen.

2.2 Klonierte Muskarin-Wildtyp- und punktmutierte Rezepto-

ren

2.2.1 Zellbiologische Arbeiten

Fir die zellbiologischen Tatigkeiten im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Linie von
COS7-Zellen verwendet. Es handelt sich dabei um embryonale Nierenzellen der
afrikanischen griinen Meerkatze (Cercopithecus aethiops), die in Kultur eine ein-
schichtige Zelllage ausbilden. Mit ihrer Hilfe wurden die Rezeptor-Proteine expri-
miert, die in dieser Arbeit (siehe 3.4) Verwendung fanden. Die dazu bendtigte ge-
netische Information befand sich auf Plasmid-DNA, die mittels molekularbiologi-
scher Techniken gewonnen (siehe 2.2.2.1) und in COS7-Zellen transfiziert (siehe
2.2.2.3.2) wurde.

Samtliche Arbeiten an lebenden COS7-Zellen wurden unter aseptischen Bedingun-
gen unter Verwendung einer Werkbank mit laminarem Luftstrom (M5) durchge-
fuhrt. Die sich in Kultur befindlichen Zellen wurden zur Vermehrung in einem Brut-

schrank (M6) bei 37 °C mit einer 5 %igen CO,-Begasung sowie einer Luftfeuchtig-
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keit von 96 % aufbewahrt. Als Nahrmedium wurde Dulbecco 's Modified Eagles
Medium (R5) mit einem Zusatz von 10 % fétalem Kalberserum (R6) und 1 % ei-
nes Gemisches aus Penicillin und Streptomycin (R7) verwendet.

Nachdem die Zellen in einer groBen Kulturschale (M7) eine Konfluenz von etwa 80
% erreicht hatten, was etwa alle zwei bis drei Tage der Fall war, wurden sie im
Verhaltnis von etwa 1:3 bis 1:4 auf neue Kulturschalen verteilt. Zu diesem Zweck
wurde zunachst das alte Nahrmedium abgesaugt und der Zellrasen vorsichtig mit
15 ml 37 °C warmem PBS-Puffer (L3) gewaschen, um noch anhaftende Reste des
Nahrmediums zu entfernen. Der Zusatz von 5 ml Trypsin-EDTA-Losung (R9) initi-
ierte den Ablésungsprozess der Zellen. Nach etwa fiinfminUtiger Einwirkzeit erfolg-
te die Inaktivierung von Trypsin-EDTA mittels frischem Nahrmedium im Volumen-
Verhaltnis von mindestens 1:1. Die erhaltene Zellsuspension wurde auf neue gro-
Be Kulturschalen verteilt, wobei das zugesetzte Volumen an Nahrmedium so ge-
wahlt wurde, dass jede groBe Kulturschale mit etwa 30 ml Gesamtvolumen be-
schickt wurde. Zur anschlieBenden Zellvermehrung wurden sie erneut im Brut-

schrank aufbewahrt.

2.2.1.1 Reaktivierung zuvor eingefrorener COS7-Zellen

Zu Beginn eines neuen zellbiologischen Arbeitszyklus wurden zuvor bei — 80 °C
eingefrorene COS7-Zellen (siehe 2.2.1.2) durch Ausfrieren reaktiviert. Dazu wurde
der Inhalt eines Kryoréhrchens (M9) langsam auf Raumtemperatur erwarmt und
quantitativ in ein mit 10 ml frischem Nahrmedium beflilltes Falcon-GefaB (M10)
uberfihrt. Nach erfolgter Zentrifugation (M11) flir 4 min bei Raumtemperatur und
1000 x g wurde das Uberstehende Nahrmedium vorsichtig abgesaugt und das
Zellpellet in 15 ml frischem Nahrmedium resuspendiert. Diese Zellsuspension wur-
de in eine kleine Kulturschale (M12) Uberfiihrt und sodann im Brutschrank aufbe-
wahrt.

Nach etwa zwolIf Stunden waren die Zellen angewachsen und hatten nach weite-
ren zwei bis drei Tagen eine ausreichende Konfluenz zur erstmaligen Aufteilung
auf groBe Kulturschalen erreicht. Dazu wurden die unter 2.2.1 beschriebenen Ar-

beitsschritte durchgefiihrt, wobei jedoch bedingt durch die kleine Kulturschale, in
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der die Zellen angewachsen waren, auf etwa zwei Drittel reduzierte Volumina ein-

gesetzt wurden.

2.2.1.2 Einfrieren von COS7-Zellen

In unregelmaBigen Abstdnden ist es nétig, einen Anteil der sich in Kultur befindli-
chen COS7-Zellen zur dauerhaften Aufbewahrung einzufrieren, um einen ausrei-
chenden Vorrat sicherzustellen. Dazu wurden die Zellen einer groBen Kulturschale
nach dem unter 2.2.1 beschriebenen Verfahren von altem Nahrmedium befreit
und vom Schalengrund abgeldst. Die Trypsin-EDTA-haltige Zellsuspension wurde
in ein zuvor mit 5 ml Nahrmedium beschicktes Falcon-GefaB3 Gberfuhrt und fur 4
min bei Raumtemperatur und 1000 x g zentrifugiert. Nach vorsichtigem Absaugen
des Uberstandes wurde das Zellpellet in 3 ml Ndhrmedium resuspendiert. Aliquota
von 900 pl wurden zusammen mit 100 pl DMSO (R10) in ein Kryordhrchen liber-
fuhrt und zligig bei — 80 °C bis zur erneuten Reaktivierung (siehe 2.2.1.1) einge-

froren.

2.2.2 Molekularbiologische Arbeiten

Die molekularbiologischen Arbeiten dienten dem Ziel der Erzeugung ausreichender
Mengen genetischen Materials in Form von Plasmid-DNA, welches nachfolgend
transient in COS7-Zellen transfiziert wurde (siehe 2.2.2.3.2). Eingesetzt wurden
Okayama/Berg pcD-Plasmide (Okayama und Berg, 1983), deren Gewinnung von
Bonner et al. (1987, 1988) beschrieben wurde. Sie enthalten jeweils die Gene zur
Exprimierung des humanen M- bzw. Ms-Wildtyp-Rezeptors (Hm2pcD bzw.
Hm5pcDpl) bzw. punktmutierter Rezeptoren. In diesen Rezeptoren sind eine oder
zwei Aminosauren des M,-Proteins gegen die jeweils korrespondierende Amino-
sdure des Ms-Rezeptors ausgetauscht, namlich M, "Tyrosin gegen Glutamin und
M, **Threonin gegen Histidin. Die Durchfilhrung einer zielgerichteten Mutagenese
ausgehend vom M,-Rzeptor war nicht notwendig, da die entsprechenden Plasmi-

de, lokalisiert in Echerichia coli-Bakterien (E. coli), bereits vorhanden waren.
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2.2.2.1 Plasmid-DNA-Gewinnung

Um eine ausreichende Menge an gewtnschter Plasmid-DNA zu erhalten, wurde
zunichst eine Ubernachtkultur zur Vermehrung des entsprechenden Bakterien-
Klons angesetzt. Hierzu wurden 500 ml Ampicillin-haltiges LB-Nahrmedium (L4)
mit einer kleinen Menge einer gefrorenen, Glycerol-haltigen Bakterienklon-Kultur
(,Glycerol-Stock™) angeimpft. Die Amplifikation der Bakterien erfolgte wahrend der
nachfolgenden 16 bis 18 Stunden in einem Schiittelinkubator (M13) bei 37 °C und
200 rpm.

Von Zeit zu Zeit war es erforderlich, neue Glycerol-Stocks herzustellen, um deren
Bestand zu erganzen. Dazu wurden vor der eigentlichen Plasmid-DNA-Gewinnung
der Bakterienkultur einige Aliquota von 900 pl entnommen und zusammen mit 300
Ml Glycerol 60 % (L6) in ein steriles Kryoréhrchen Uberfiihrt, geschiittelt und an-
schlieBend ziigig bei — 80 °C eingefroren.

Im Anschluss daran wurden die in den Bakterien vorliegenden Plasmide in einem
mehrstufigen Prozess von unerwiinschten Begleitstoffen mit Hilfe eines speziellen
Kits der Firma Quiagen (M14) abgetrennt. Nachfolgend wird der theoretische Hin-
tergrund der einzelnen Trennschritte naher erldutert, das exakte Protokoll kann
dem Handbuch des Kits entnommen werden. Die meisten der verwendeten Rea-
genzien und Losungen sind Bestandteile des Kits, daher findet sich nur flr denje-
nigen, die nicht im Kit enthalten sind, ein Verweis auf die Kapitel 2.6.2 und 2.7,
wo einzelne Reagenzien bzw. die Herstellung verschiedener Losungen beschrieben
werden.

Durch einen ersten Zentrifugationsschritt (M15, 30 min, 4 °C, 7000 rpm) wurden
die Bakterienzellen von restlichem Nahrmedium abgetrennt. Die anschlieBend als
Pellet vorliegenden Zellen wurden in mit RNase A versetztem Tris-EDTA-Puffer
(L7) resuspendiert, zusatzlich wurde Natriumhydroxid-Natriumdodecylsulfat-Puffer
zugegeben, um die Zellen alkalisch zu lysieren. Wahrend dieses Prozesses kommt
es durch Zerstdérung der Zellwand zur Freisetzung der Zellbestandteile, die im An-
schluss unterschiedlich schnell denaturieren. Bei Proteinen und chromosomaler
DNA geschieht dies recht schnell, bei Plasmid-DNA etwas langsamer. Da vorhan-

dene RNA-Molekile durch RNase A abgebaut werden, liegt nach etwa flinf Minu-
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ten vor allem unveranderte Plasmid-DNA vor, weshalb dieser Zeitraum exakt ein-
gehalten wurde. Der Zusatz von Kaliumacetat-Puffer beendet die alkalische Lyse
und fuhrt aufgrund der hohen Salzkonzentration zum Ausfall von Kaliumdodecyl-
sulfat, worin die verschiedenen, denaturierten Zellbestandteile eingeschlossen
sind. Besonders die kleinen Plasmid-DNA-Molekiile verblieben in Lésung und konn-
ten durch einen weiteren Zentrifugationsschritt abgetrennt werden.

Der Uberstand wurde anschlieBend auf eine préequilibrierte Anionenaustauscher-
Sdule gegeben, die positive Ladungen tragt und somit ausschlieBlich anionisch
vorliegende Molekile zurlickzuhalten vermag. Die Plasmid-DNA wird auf diese Art
gebunden, andere, ebenfalls negativ geladene Verbindungen kdnnen sich auf-
grund der Salz- und pH-Bedingungen des Uberstandes nicht dauerhaft an das
Saulenmaterial anlagern. Mittels verschiedener Spul-Puffer werden Reste uner-
wilinschter Begleitstoffe, inklusive die an der Plasmid-DNA anhaftenden Nuclein-
saure-bindenden Proteine entfernt. Ein zuletzt zugesetzter, hochkonzentrierter
Salzpuffer eluiert schlieBlich die gewiinschte Plasmid-DNA.

Das Eluat wurde in einem Falcon-GefaB3 aufgefangen. Durch Zusatz von absolutem
Isopropanol (R16) wurde die Plasmid-DNA ausgefallt, um sie aufzukonzentrieren
und von Bestandteilen des Puffers abzutrennen. Nach erneuter Zentrifugation wur-
den die DNA-Pellets mit Ethanol 70 % (L8) gewaschen, um letzte Salzreste zu
entfernen und das schwerer fllichtige Isopropanol zu verdrangen. Im Anschluss an
einen letzten Zentrifugationsschritt wurden die Pellets kurz an der Luft getrocknet,
mit 600 pl Tris-EDTA-Puffer resuspendiert, in Eppendorf-ReaktionsgefdaBe Ulber-

fuhrt und abschlieBend bei — 20 °C eingefroren.

2.2.2.2 Bestimmung von Gehalt und Reinheit der Plasmid-DNA

Nach der Gewinnung der Plasmid-DNA (siehe 2.2.2.1) wurde deren Gehalt und
Reinheit im Bezug auf Protein-Beimischungen mit einem UV-Spektrometer (M16)
bestimmt.

Die Gehaltsbestimmung erfolgte bei der Wellenlange A = 260 nm, da dort dop-
pelstrangiges DNA-Material ein Absorptionsmaximum aufweist. 8 pl Plasmid-DNA-

Lésung wurden im Verhaltnis 1:50 mit 392 pl Aqua pro analysi (R18) verdinnt und
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gegen Aqua dest. als Referenz vermessen. Der Gehalt errechnete sich unter Ver-

wendung des Messwertes der Absorption (A2e0)) anhand der folgenden Gleichung:
Plasmid-DNA-Gehalt [pg/pl]= Agsoy - 0,05 - 50 (Gl. 2.1)

Zur Bestimmung der Probenreinheit wurde eine zweite Absorptionsmessung bei A
= 280 nm angeschlossen, da bei dieser Wellenlédnge Proteinstrukturen eine starke

Absorption (A2s0)) zeigen. Die Reinheit wurde auch rechnerisch ermittelt:

. . . A(260)
Reinheit der Plasmid-DNA-Probe = ——— (Gl. 2.2)

(280)

Bei Proben, die nahezu ausschlieBlich DNA-Material enthalten, liegt der nach Glei-
chung 2.2 ermittelte Reinheitswert bei etwa 1,8 bis 2,0 und nimmt mit dem Grad

von Protein-Verunreinigungen zunehmend ab.

2.2.2.3 Uberfiihrung und Verwendung der genetischen Informatio-

nen

Im Rahmen eines mehrstufigen Zyklus wurde die zuvor gewonnene (siehe 2.2.2.1)
Plasmid-DNA transient in sich in Kultur befindliche COS7-Zellen (siehe 2.2.2.3.2)
transfiziert, anschlieBend wurden von den transfizierten Zellen die Plasma-
membranen, welche die exprimierten Rezeptoren enthielten, isoliert. Dies stellte
den Abschluss der gen- bzw. zellbiologischen Arbeiten dar und lieferte die klonier-

ten bzw. punktmutierten Rezeptor-Proteine.

2.2.2.3.1 Vorbereitung der COS7-Zellen

Zu Beginn des Zyklus wurden die zuvor angeziichteten Zellen ausgezahlt und in
neue, kleine Kulturschalen verteilt. Die Zellen wurden zunachst nach der unter

2.2.1 beschriebenen Methode von altem Nahrmedium befreit, gewaschen und vom
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Kulturschalen-Boden abgel6st. Nach Inaktivierung des Trypsin-EDTA-Gemisches
wurde die Zellsuspension in ein Falcon-GefaB Uberfihrt und sodann flir 4 min bei
Raumtemperatur und 1000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig ab-
gesaugt, das verbliebene Zellpellet mit frischem Nahrmedium resuspendiert.

Im Anschluss wurde die Zellzahl dieser Suspension mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer (M17) bestimmt. Dazu wurden nach Aufbringen des Deckglaschens
10 pl Suspension in die Kammer pipettiert, die sich bedingt durch Kapillarkrafte
rasch verteilten. Unter einem Mikroskop (M18) wurden die Zellen, die sich inner-
halb der 16 Quadranten der Zahlkammer, was einem Suspensionsvolumen von 0,1
Ml entspricht, befanden, ausgezahlt.

Ein Volumen, welches etwa 1,6 - 10° Zellen enthélt, wurde abschlieBend zu 7 ml
frischem Nahrmedium in eine kleine Kulturschale gegeben, gut geschwenkt und

bis zum nachsten Tag im Brutschrank aufbewahrt.

2.2.2.3.2 Transiente Transfektion

Am zweiten Tag des Zyklus wurden die Plasmid-DNA-Molekile transient in die
vorbereiteten COS7-Zellen, deren Konfluenz idealerweise etwa 60 — 80 % betra-
gen sollte, transfiziert. Zu diesem Zweck wurde die Methode der Lipofektion ver-
wende, wobei in Liposomen eingeschlossenes DNA-Material in COS7-Zellen einge-
schleust wird.

In einem Eppendorf-ReaktionsgefaB wurde zunachst reines Nahrmedium vorge-
legt, auf den Zusatz von fotalem Kalberserum sowie Penicillin/Streptomycin wurde
an dieser Stelle verzichtet, da diese die Liposomen-Bildung stéren wiirden. Zu die-
ser vorgelegten Losung wurden etwa 4 ug der gewlinschten Plasmid-DNA, das
dazu notwendige Volumen ergab sich aus dem zuvor bestimmten Gehalt (siehe
2.2.2.2). Es resultierte ein Gesamtvolumen aus Nahrmedium und DNA-Suspension
von etwa 300 pl. Dieses Gemisch wurde kurz geschittelt und zentrifugiert, um
sicherzustellen, dass sich die Plasmid-DNA im Nahrmedium befand.

Im Anschluss wurden 25 pl PolyFect®-Transfektionsreagenz (R19) hinzugegeben
und erneut geschittelt. Es entstanden kompakte, positiv geladene, DNA-haltige

Liposomen, die sich leicht an die anionischen COS7-Zellmembranen anlagerten,
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was ihre anschlieBende Aufnahme in die Zellen in Form von Endosomen erleichter-
te. Im Normalfall wiirde Fremd-DNA, die auf diese Weise in die Zelle eindringt,
sofort durch lysosomale Nucleasen abgebaut werden. Aufgrund des pH-Wertes
des PolyFect®-Reagenzes werden diese Nucleasen inaktiviert, so dass die intakte
Plasmid-DNA zum Zellkern transportiert werden konnte.

Wahrend einer sich anschlieBenden, 5 — 10 mindtigen Inkubationszeit wurde bei
den am Vortag vorbereiteten Zellen nach dem unter 2.2.1 beschriebenen Verfah-
ren das alte Nahrmedium entfernt und durch 7 ml frisches Medium ersetzt. Da-
nach wurde die Liposomen-Bildung aus PolyFect® und Plasmid-DNA durch Zugabe
von 1 ml zusatzhaltigem Nahrmedium beendet. Der Inhalt des Eppendorf-
ReaktionsgefaBes wurde kurz durchmischt und zligig auf die Zellen gegeben. Zur
gleichmaBigeren Verteilung wurde der Inhalt der Kulturschale gut geschwenkt und

danach flir zwei Tage in den Brutschrank gestellt.

2.2.2.3.3 Praparation der Rezeptoren-haltigen Membranen

Zwei Tage nach der Transfektion erfolgte die Herstellung von Membransuspensio-
nen ausgehend von COS7-Zellen, die in der Zwischenzeit die gewiinschten Muska-
rin-Rezeptoren exprimiert hatten.

Zunachst wurde bei einer Charge von zehn Kulturschalen das alte Nahrmedium
verworfen und der Zellrasen einer jeden Schale mit 2 ml, auf 37 °C erwarmtem
PBS-Puffer vorsichtig gewaschen, ohne die anhaftenden Zellen zu entfernen. Dann
wurden sie mit 4 ml eines eisgekihlten 5 mM Na-K-PO4-Puffers (L9) versetzt und
mit Hilfe eines Zellschabers (M19) vom Boden geldst. Die einzelnen Zellsuspensio-
nen wurden in zwei eisgekiihlten Zentrifugenréhrchen gesammelt und unter Ver-
wendung eines Polytron-Homogenisators (M20) dreimal flr jeweils 10 sec zerklei-
nert, wobei die Zellen zerstért wurden. Das Gemisch wurde anschlieBend fir 30
min bei 4 °C und 18000 rpm zentrifugiert, der Uberstand sodann verworfen.

Die beiden Membranfragment-haltigen Pellets jeder Charge wurden in je 2 ml eis-
gekihltem 5 mM Na-K-POs-Puffer resuspendiert und in einem Potter-Elvejhem-
Glashomogenisator vereinigt. Nach zweifachem Splilvorgang der Zentrifugenrdhr-

chen zum mdglichst vollsténdigem Erfassen der Membranen mit je 2 ml 5 mM Na-
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K-PO4-Puffer und anschlieBendem Uberfithren der Spiil-Fliissigkeiten in den Glas-
homogenisator erfolgte ein weiterer Homogenisierungsschritt per Hand. Die ent-
standene Suspension wurde mit 5 mM Na-K-Phosphat-Puffer auf 21 ml aufgefilllt.
Volumenportionen von 0,5 bzw. 1 ml wurden in Eppendorf-ReaktionsgefaBe pipet-

tiert und zligig bei — 80 °C bis zur experimentellen Verwendung eingefroren.

2.3 Radioligand-Bindungsstudien

Die zuvor hergestellten Membransuspensionen aus Hausschwein-Herzventrikel-
Gewebe (siehe 2.1) bzw. klonierten oder punktmutierten Muskarin-Rezeptoren
(siehe 2.2) wurden im Rahmen von Radioligand-Bindungsstudien zur Charakteri-
sierung allosterischer Testsubstanzen verwendet. Im Folgenden soll zundchst die
dabei zugrunde liegende Theorie erlautert werden, daran anschlieBend finden sich

detaillierte Beschreibungen der praktischen Durchfiihrung.

2.3.1 Theoretische Grundlagen
2.3.1.1 Alilgemeine Zusammenhange

Die reversible Interaktion eines Liganden L mit einem Rezeptor R unter Bildung
von Ligand-Rezeptor-Komplexen RL kann anhand des Massenwirkungsgesetzes

beschrieben werden:

K+
[R] + [L] ?1 [RL] (Gl. 2.3)

-1

Dabei stehen [R], [L] und [RL] fir die Konzentration des Rezeptors, des Liganden
sowie der Ligand-Rezeptor-Komplexe und ki; bzw. k4 flir die Geschwindigkeits-

konstanten der Assoziations- bzw. Dissoziationsreaktion dieser Komplexe.

24



2.3 Radioligand-Bindungsstudien

Betrachtet man isoliert die Geschwindigkeit der Ligand-Assoziation an einen freien

Rezeptor, so gilt:
Vhin = K41 - [R] - [L] (Gl. 2.4)

Analog gehorcht der Dissoziationsvorgang eines Ligand-Rezeptor-Komplexes die-

ser GesetzmaBigkeit:
Vrick = K1+ [RL] (Gl. 2.5)

DefinitionsgemaB befindet sich eine Reaktion im dynamischen Gleichgewicht,
wenn sich innerhalb einer bestimmten Zeiteinheit die Konzentrationen der beteilig-
ten Reaktionspartner nicht mehr a@ndert. Die Geschwindigkeiten der Assoziation

und Dissoziation sind in diesem Fall identisch, weshalb sich aus
Vhin = Vriick (Gl. 2.6)
folgender Zusammenhang ergibt:
keg o [R] - [L] = kg - [RL] (Gl. 2.7)
Bildet man den Quotienten der beiden kinetischen Konstanten, so erhdlt man die

Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Kp bzw. deren reziprokes Gegenstiick, die

Gleichgewichts-Assoziationskonstante Ka:

K, =+ Ko [RIIL] (Gl. 2.8)

KA I(+1 [RL]

Die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Kp tragt die Einheit [mol/lI] und ent-
spricht derjenigen Ligandkonzentration, bei welcher die Halfte aller Rezeptoren als
Ligand-Rezeptor-Komplexe vorliegen, und ist daher ein MaB flir die Affinitat eines
Liganden zum betrachteten Rezeptor. Ein niedriger Wert flir Kp ist somit gleich

bedeutend mit einer hohen Rezeptor-Affinitdt des Liganden.
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2.3.1.2 Charakterisierung der Bindungseigenschaften einer Mem-

bransuspension

2.3.1.2.1 Homologe Kompetitionsexperimente

Diese Art von Untersuchungen diente der Bestimmung typischer KenngréBen einer
Membransuspension, um dadurch deren Bindungseigenschaften zu charakterisie-
ren. Von besonderem Interesse ist hier die in einer Suspension enthaltene Rezep-
tor-Konzentration Bmax sowie die Affinitat Kp des verwendeten Liganden zu diesen
Rezeptoren.

Homologe Kompetitionsexperimente zeichnen sich durch gleichzeitige Anwesenheit
eines radioaktiv markierten Liganden sowie eines strukturidentischen, nicht mar-
kierten Analogons aus, die um dieselbe Bindungsstelle am Rezeptorprotein kon-
kurrieren. Die Konzentration des Radioliganden wird stets konstant gehalten, wo-
hingegen die des Kompetitors stufenweise erhéht wird. Dadurch wird die markier-
te Verbindung zunehmend gehemmt, was Uber eine fllissig-szintigrafische Mes-
sung der gebundenen Aktivitdt quantifiziert werden kann. Die Bestimmung der
Gesamtbindung des Radioliganden erfolgt in Abwesenheit des nicht markierten
Analogons. Die unspezifische Bindung wird unter Verwendung einer im Uberschuss
zugesetzten, nicht markierten, strukturverschiedenen Verbindung ermittelt, die mit
dem Radioliganden um dieselbe Bindungsstelle konkurriert.

Im Rahmen der Auswertung wird die gemessene Radioaktivitdt der markierten
Verbindung gegen die logarithmierte Konzentration des strukturidentischen Kom-
petitors aufgetragen, woraus ein sigmoider Kurvenverlauf resultiert, der durch die
sogenannte ,4-Parameter-logistische Gleichung von Barlow und Blake" (1989) be-
schrieben werden kann. Das darin enthaltene SteigungsmaB entspricht dem Hill-
Koeffizienten ny der gleichnamigen, von Hill 1910 verdéffentlichten Gleichung und

wird daher analog als ny ausgedriickt:

. . (Ecs0 j (Gl. 2.9)
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Dabei stehen Bgyes flr die Gesamtbindung des Radioliganden, Min fir die nicht ab-
sattigbare Bindung in Anwesenheit hoher Konzentrationen an strukturidentischem
Kompetitor (unteres grafisches Plateau), Max flir die spezifische Bindung in Abwe-
senheit des Kompetitors (oberes grafisches Plateau), ECs, fur den Wendepunkt der
nichtlinearen Regressionskurve, [x] fir die Konzentration des Kompetitors und ny
fur die Steilheit der sigmoiden Kurve. Ist das SteigungsmaB ny nicht signifikant
verschieden von —1 auf, darf angenommen werden, dass die Reaktion dem Mas-
senwirkungsgesetz gehorcht und eine 1:1-Interaktion zwischen dem Radioligan-
den und einer einheitlichen Rezeptor-Population vorliegt.

Der Wendepunkt ICso des sigmoiden Kurvenverlaufes bezeichnet diejenige Kompe-
titor-Konzentration, bei welcher die Anzahl der Radioligand-Rezeptor-Komplexe im
Vergleich zur Gesamtbindung auf 50 % abgesenkt ist. Daher korreliert ICsq invers
mit der Affinitdt des Kompetitors. Die 1973 von Cheng und Prussoff vorgestellte
Gleichung kann zur Quantifizierung der Bindungs-Konstante verwendet werden,
die dort als Inhibitionskonstante K; bezeichnet wird. Die Voraussetzung der Giiltig-
keit dieser nachfolgenden Gleichung ist das Vorliegen eines Reaktions-Gleich-

gewichts:

1+ K, (Gl. 2.10)

Dabei stehen [L] flir die Konzentration und Kp flir die Gleichgewichts-Disso-
ziationskonstante des Radioliganden (siehe 2.3.1.1).

Bei homologen Kompetitionsexperimenten sind die Strukturen von Radioligand
und Kompetitor identisch und weisen die gleichen Affinitdten zum Rezeptor auf,

weshalb auch deren Bindungs-Konstanten identisch sein missen. Daher gilt:

K = Kp (Gl. 2.11)

Dieser Zusammenhang vereinfacht Gleichung 2.10 wie folgt:
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Ko = ICso — [L] (Gl. 2.12)

Anders ist die Situation, wenn Radioligand und Kompetitor nicht Gber eine identi-
sche Struktur verfligen. Die Bindungs-Konstante K; des Kompetitors kann in die-
sem Fall erst nach vorangegangener Bestimmung der Bindungs-Konstante Kp des
Radioliganden aus homologen Kompetitionsexperimenten errechnet werden. In
einem solchen Fall spricht man von heterologen Kompetitionsexperimenten und K;

kann nach Gleichung 2.10 bestimmt werden.

Der Parameter Bnax, der, wie bereits erwahnt, fiir die Konzentration an Rezeptoren
in einer Membransuspension steht, setzt sich additiv aus der Konzentration an

freien Rezeptoren und Ligand-Rezeptor-Komplexen zusammen:
Bmax = [R] + [RL] (Gl. 2.13)

Eine Mdglichkeit zur Bestimmung von Bmax veroffentlichten DeBlasi et al. 1989:

B B, - ICs, (Gl. 2.14)

Dabei stehen By flir die spezifische, d.h. absattigbare Bindung des Radioliganden
in Abwesenheit des nicht markierten, strukturidentischen Kompetitors, ICso flir
diejenige Kompetitor-Konzentration, bei welcher die Bindung des Radioliganden

auf die Halfte reduziert wurde und [L] fur die Konzentration des Radioliganden.

2.3.1.2.2 Bestimmung der fraktionellen Rezeptorbesetzung

Bei einer gegebenen Ligandkonzentration sind gewdhnlicherweise nicht alle Re-
zeptoren besetzt. Den Anteil der besetzten Rezeptoren gibt die fraktionelle Rezep-
torbesetzung Br wieder, sie ist neben der Ligandkonzentration [L] eine Funktion
der Affinitdt Kp des Liganden:
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_[RL] L] (Gl. 2.15)
" Baw  [L1+[Kp]

Dabei stehen [RL] flr die Konzentration an Ligand-Rezeptor-Komplexen und Bmax

fur die Gesamtkonzentration an Rezeptoren in der Membransuspension.

2.3.1.3 Heterologe Interaktionsexperimente

Bei dieser Art von Bindungsstudien wird der Einfluss einer Testsubstanz auf die
Gleichgewichtsbindung des Radioliganden untersucht.

Die Bindung eines Liganden an seinem Haftareal kann durch eine zweite, struktur-
verschiedene Substanz, die an einer anderen Stelle des Rezeptorproteins bindet,
beeinflusst werden. Ein solches Phdnomen ist ein Sonderfall heterologer Interakti-
on und wird als Allosterie bezeichnet. Eine unabdingbare Voraussetzung ist die
Anwesenheit von zwei verschiedenen spezifischen Bindungsstellen am Rezeptor-
protein, wie sie bei allen flinf Muskarin-Rezeptor-Subtypen in Form der orthosteri-
schen sowie der zusatzlichen allosterischen Bindungsstelle gegeben ist (siehe 1.2).
Durch die Bildung bindrer Komplexe bestehend aus Rezeptor und orthosterischem
Liganden bzw. Rezeptor und allosterischem Modulator kann es zu einer verander-
ten Affinitat des noch ungebundenen Reaktionspartners an seiner Bindungsstelle
kommen. Dadurch wird die Entstehung von terndaren Komplexen erschwert, er-
leichtert oder sie bleibt mit unveranderter Wahrscheinlichkeit bestehen. Diese ge-
genseitige Beeinflussung von Orthoster und Alloster wird als negative, positive
bzw. neutrale Kooperativitdt bezeichnet und mathematisch durch den Faktor ,o"
ausgedrtickt. Bei negativer Kooperativitat ist o gréBer 1, bei positiver kleiner 1 und
bei neutraler Kooperativitat ist o gleich 1.

Die mathematischen Zusammenhange lassen sich auf das von Stockton et al.
(1983) formulierte und von Ehlert (1988) aufgegriffene ternare Modell allosteri-

scher Interaktion zurtckfiihren:

29



2. Methoden, Materialien, Reagenzien und Ldsungen

[R] + [L] + [A] ? [RL] + [A]
L

KA OL'KA

RAT+ [ ——s (R (Gl. 2.16)

Dabei stehen [R], [L] und [A] fir die Konzentrationen der freien Rezeptoren, des
Liganden und des Allosters, [RL], [RA] und [RLA] flr die Konzentrationen an bina-
ren und terndaren Komplexen, o flir den Kooperativitatsfaktor und K bzw. K flr
die Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten der Bindung des orthosterischen Li-
ganden bzw. allosterischen Modulators (Ka aus diesem Zusammenhang ist nicht zu
verwechseln mit der Gleichgewichts-Assoziationskonstante Ka aus Gleichung 2.8).

Die Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten K. und Ka spiegeln die Affinitat des
orthosterischen bzw. allosterischen Liganden zu freien Rezeptoren wieder. Ka kann
in einem Bindungsexperiment durch Einsatz eines radioaktiv markierten Orthosters
in fixer Konzentration sowie eines nicht markierten Allosters, welcher in steigender
Konzentration zugesetzt wird, bestimmt werden. Die Analyse einer Darstellung der
gemessenen Orthoster-Bindung gegen die logarithmierte Alloster-Konzentration
kann mit Hilfe einer Gleichung durchgefiihrt werden, die aus dem ternaren Modell

abgeleitet wurde:

K, +[A] (Gl. 2.17)

Dabei stehen By bzw. By fur die spezifische Bindung des Radioliganden L in Anwe-
senheit bzw. Abwesenheit des allosterischen Modulators A. Die Gleichgewichts-
Dissoziationskonstante K. kann im Rahmen homologer Kompetitionsexperimente
ermittelt werden, wo sie als Kp bezeichnet wird (siehe 2.3.1.2.1). Mit dieser Glei-

chung ist die Bestimmung des Einflusses allosterischer Modulatoren auf die
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Gleichgewichtsbindung orthosterischer Liganden mdglich, was ein zentrales Ele-
ment dieser Arbeit darstellt.

Bei neutraler Kooperativitat andert sich die Gleichgewichtsbindung des Orthosters
in Anwesenheit eines allosterischen Modulators nicht, eine Quantifizierung der
Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Ka anhand der nicht linearen Regressions-
analyse 2.17 ist daher nicht moglich. Um auch Ergebnisse dieser Art analysieren
zu kdnnen, wird unter Voraussetzung der Glltigkeit des Kooperativitatsmodells in
einem solchen Fall Ky durch den Quotienten ECysgiss/ac berechnet (Daiss et al.,
2002). ECo,s4iss Wird in kinetischen Experimenten ermittelt (siehe 2.3.1.4) und steht
fur diejenige Konzentration des Modulators, bei der die Dissoziationsgeschwindig-
keit eines orthosterischen Liganden halbmaximal reduziert wird.

Die Anwendbarkeit von Gleichung 2.16 und dadurch auch der abgeleiteten Glei-
chung 2.17 zur Analyse allosterischer Interaktionsexperimente ist nur gegeben,
wenn die Reaktion zum Zeitpunkt der Messung ein dynamisches Gleichgewicht
erreicht hat. Zur Abschatzung der dafiir erforderlichen Zeit tx kann eine von Laza-

reno und Birdsall (1995) angegebene Gleichung verwendet werden:

t, =5, om0 =5ty o0 -[1+[A]- 1 J (Gl. 2.18)
ECO,Sdiss

Dabei stehen tjops flir die Halbwertszeit zur Einstellung der Gleichgewichtsbin-
dung des Radioliganden, ti/,0s flir die Halbwertszeit der Dissoziation des orthoste-
rischen Liganden in Abwesenheit eines allosterischen Modulators, [A] flir die Kon-
zentration des Modulators und ECy s4iss flr diejenige Modulator-Konzentration, die
zu einer halbmaximalen Dissoziationsverzogerung des Orthosters vom Rezeptor
fuhrt (siehe 2.3.2.4).

Die Zeit, die bis zur Einstellung des Bindungsgleichgewichtes verstreicht, ist
strenggenommen unendlich. Der Anteil des Gleichgewichtes Gly, in [%], der nach
Durchlaufen einer bestimmten Anzahl n von Halbwertszeiten bereits erreicht ist,

ergibt sich aus der folgenden Gleichung:

Glo/o = z 2n (Gl, 2,19)
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Fir die durchgefiihrten Versuche wurde eine Inkubationszeit von fiinf Halbwerts-

zeiten gewahlt, das Gleichgewicht ist danach zu etwa 97 % erreicht.

2.3.1.4 Kinetische Experimente

Im Unterschied zu den zuvor beschriebenen Untersuchungstechniken wird bei ki-
netischen Experimenten die Abhdngigkeit eines Prozesses von der Zeit und daher
unter Ungleichgewichtsbedingungen betrachtet. Die im Zuge der vorliegenden Ar-
beit durchgefiihrten Bindungsstudien dieser Art untersuchen die Abhangigkeit des
Zerfalls von Ligand-Rezeptor-Komplexen von der Einwirkung unterschiedlicher
Konzentrationen allosterischer Testsubstanzen.

Allosterische Modulatoren sind an muskarinergen Rezeptoren in der Lage, sowohl
die Ligand-Assoziation als auch deren Dissoziation zu verzégern (siehe 1.2). Wah-
rend eine verlangsamte Ligand-Assoziation auch unter Einwirkung eines Kompeti-
tors beobachtet werden kann, stellt eine veranderte Geschwindigkeit der Ligand-
Dissoziation ein ausschlieBlich auf die allosterische Modulation beschranktes Pha-
nomen dar (Kostenis und Mohr, 1996a). Eine Verbindung, die den Zerfall von Li-
gand-Rezeptor-Komplexen verzdgert, muss zwangslaufig Gber ein anderes Haft-
areal als das Orthoster verfligen. Aus diesem Grund ist das Vorliegen eines ver-
langsamten Dissoziationsprozesses ein eindeutiger Beweis flr die Ausbildung ter-
narer Komplexe und somit fiir die allosterische Wirksamkeit einer Testsubstanz.
Das Auftreten einer Dissoziationsverzogerung kann als Entscheidungshilfe in zwei
anderen Situationen herangezogen werden. Im Rahmen heterologer Interaktions-
experimente (siehe 2.3.1.3) ist das Auftreten einer starken Bindungsabsenkung
des Radioliganden bei héherer Testsubstanzkonzentration bedingt durch zwei un-
terschiedliche Prinzipien denkbar. Der Reaktionspartner kdnnte ein stark negativ
kooperativer allosterischer Modulator oder ein kompetitiv wirkender Ligand sein
(Christopoulos und Kenakin, 2002). Falls die Substanz im kinetischen Experiment
eine Dissoziationsverzdgerung zeigt, ware dies ein Fingerzeig flir ein allosterisches
und gegen ein orthosterisches Bindungsverhalten. Darliber hinaus ist auch das
Auftreten neutraler Kooperativitat, also das Verharren der Orthoster-Gleich-

gewichtsbindung trotz Alloster-Zugabe auf konstanten Niveau, zundchst nicht ein-
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deutig als solche erkennbar, da auch das Fehlen jeglicher Interaktion zwischen
einer Testsubstanz und dem Ligand-Rezeptor-Komplex vorliegen kénnte. Fir den
zuletzt skizzierten Fall ware die Testsubstanz jedoch nicht in der Lage, die Ligand-
Dissoziation zu beeinflussen und wiirde somit liber keine allosterische Potenz ver-
figen (Kostenis und Mohr, 1996b; Daiss et al., 2002; Duda-Johner, 2002).

Durch die Untersuchung des Einflusses eines Modulators auf den Zerfall von Li-
gand-Rezeptor-Komplexen lasst sich die Affinitat desselbigen zu Orthoster-besetz-
ten Rezeptoren ermitteln. Als MaB fur die Affinitat wird der Parameter ,ECq sdiss
verwendet. Er ist der Wendepunkt der aus der Analyse entstandenen sigmoiden
Konzentrations-Effekt-Kurve und steht flir diejenige Modulator-Konzentration, mit
welcher die Dissoziationsgeschwindigkeit des Radioliganden halbmaximal verzé-
gert wird. Bei dieser Konzentration ist die Halfte der Ligand-Rezeptor-Komplexe
zusatzlich allosterisch besetzt, sie liegen also als terndre Komplexe vor (Trankle et
al., 1998; siehe 2.3.1.3). Ist der Modulator in hohen Konzentrationen in der Lage,
die Orthoster-Dissoziation komplett zu unterdriicken, so liegt der Wendepunkt der
Konzentrations-Effekt-Kurve bei halbmaximaler Verzégerung bei exakt 50 % des
Ausgangswertes in Abwesenheit des Modulators und kann als , ECsogiss’ bezeichnet
werden.

Bei Bindungsuntersuchungen, die sich im Ungleichgewicht befinden, andert sich
die pro Zeiteinheit dt gebildete Anzahl d[RL] an Ligand-Rezeptor-Komplexen in
Abhangigkeit zweier gegenlaufiger Prozesse, der Assoziation sowie der Dissoziati-
on (siehe 2.3.1.1):

d[RL

Rk RY (1. 2.20)
Um den Dissoziationsvorgang isoliert betrachten zu kénnen, wird ein nicht mar-
kierter, ebenfalls orthosterisch bindender Kompetitor im Uberschuss zugesetzt, der
nach erfolgter Dissoziation eine Reassoziation des Liganden nahezu vollstandig

verhindert. In diesem Fall ist die Geschwindigkeit der Assoziation vernachlassigbar

gering und Gleichung 2.20 vereinfacht sich zu:
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drRL] ,
T = kR (Gl. 2.21)

Der verbliebene Dissoziationsprozess lasst sich durch eine monoexponentielle

Funktion beschreiben:
[RL]; = [RL]y - €1t + u (Gl. 2.22)

Dabei stehen [RL]; fur die Gesamtbindung des Liganden zum Zeitpunkt t, [RL]o flr
die spezifische Bindung des Liganden zum Zeitpunkt t = 0 unmittelbar vor Beginn
der Dissoziationsmessung, k.; fiir die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation
des Orthosters vom Rezeptor und u fiir die unspezifische Bindung des Liganden.

Wenn k. in Anwesenheit eines Modulators bestimmt wird, tragt sie auch die Be-
zeichnung ,apparente Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation®™. Sie steht in
inversem Verhaltnis zur Halbwertszeit t;/;, die denjenigen Zeitraum beschreibt, in
welchem die Anzahl anfanglich vorhandener Ligand-Rezeptor-Komplexe auf die

Halfte abgesunken ist:

Ky =— (Gl. 2.23)

Ein zugesetzter allosterischer Modulator beeinflusst die Geschwindigkeitskonstante
der Dissoziation k.; und somit aufgrund von Gleichung 2.23 auch die Halbwertszeit
ti2 in konzentrationsabhdngiger Art und Weise. Dies wird bei der Analyse des ki-
netischen Experimentes ausgenutzt, indem der Zahlenwert von k.; bei einer be-
stimmten Modulator-Konzentration im Verhaltnis zu seinem Wert in Abwesenheit
des Modulators (Kontrollbedingungen) auf der Ordinate gegen die logarithmierte
Konzentration des Modulators auf der Abszisse aufgetragen wird. Es resultiert eine
sigmoide, auf Gleichung 2.9 basierende Konzentrations-Effekt-Kurve, deren Wen-
depunkt, wie bereits erwahnt, dem ECg sqiss-Wert entspricht. Eine Kurvensteilheit,
ausgedrlickt durch den Hill-Koeffizienten ny, die sich signifikant von —1 unter-

scheidet, ist dabei ein Hinweis auf ein komplexes Bindungsverhalten, beispielswei-
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se bedingt durch eine uneinheitliche Rezeptor-Population oder eine nicht dem
Verhaltnis 1:1 entsprechende Interaktion zwischen Alloster und ligandbesetztem
Rezeptor (Barlow und Blake, 1989). Das Auftreten eines von 0 % signifikant diffe-
rierenden unteren Kurvenplateaus Min kann ebenfalls als ein Zeichen fir ein kom-
plexes Bindungsverhalten gedeutet werden (Gnagey et al., 1999). Ein Modulator
ist hierbei nicht in der Lage, die Dissoziation eines Orthosters vollstéandig zu unter-
binden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene kinetische Untersuchungs-
techniken verwendet, die nachfolgend genauer betrachtet werden. Das Augen-
merk wird dabei auf diejenigen Merkmale gelegt, die beide Methoden voneinander

unterscheidet.

2.3.1.4.1 Aufnahme kompletter Dissoziationsverlaufe

Zur Aufnahme kompletter Dissoziationsverlaufe wurde zu insgesamt 16 verschie-
denen Zeitpunkten nach Zugabe des die Reassoziation unterdriickenden Kompeti-
tors eine Messprobe entnommen und die Menge an gebundenem Radioligand be-
stimmt. Dies erlaubt aufgrund der hohen Dichte an Messpunkten eine sehr prazise
Bestimmung des Dissoziationsverlaufes und damit auch eine Erfassung nicht mo-
nophasischer Vorgange. Von Nachteil ist bei dieser Technik allerdings der hohe
experimentelle Aufwand, wenn die Monophasizitat des Dissoziationsverlaufes be-

reits bekannt ist.

2.3.1.4.2 Zweipunkt-Dissoziationsexperimente

Bei dieser alternativen Vorgehensweise wird der Kurvenverlauf anhand von zwei
Messpunkten konstruiert (Kostenis und Mohr, 1996a). Eine unerlassliche Vorraus-
setzung zur Anwendbarkeit dieses Verfahrens ist die Monophasizitat des Zerfalls
der anfanglich vorliegenden Radioligand-Rezeptor-Komplexe. Unmittelbar vor der
Zugabe des Kompetitors, zum Zeitpunkt t = 0, wird mit einer ersten Messprobe

die gebundene Radioligand-Menge in Abwesenheit eines Modulators bestimmt. Zu

35



2. Methoden, Materialien, Reagenzien und Ldsungen

einem zuvor festgelegten zweiten Zeitpunkt nach Beginn der Beobachtung der
Dissoziation wird das AusmaB der noch verbliebenen Ligandbindung gemessen.
Die Wahl dieses zweiten Messzeitpunktes muss mit Bedacht geschehen, um die
Effekte unterschiedlicher Modulator-Konzentrationen gut differenzieren zu kénnen.
Idealerweise sollte die Messung zu einem Zeitpunkt stattfinden, an dem die mo-
noexponentielle Dissoziations-Kurve den steilen Anfangsteil verlassen, die untere
Plateauphase aber noch nicht erreicht hat. Dies ist stark von der Radioligand-
Dissoziations-Kinetik des eingesetzten Rezeptors abhangig, was innerhalb dieser
Arbeit bei Studien an klonierten bzw. punktmutierten Rezeptoren zu bericksichti-
gen war. Als gute Naherung zur Bestimmung des optimalen Zeitpunktes hat sich
die Multiplikation der Halbwertszeit der [3H]NMS-Dissoziation unter Kontrollbedin-
gungen am betreffenden Rezeptor mit dem Faktor 1,75 herausgestellt. Die Halb-
wertszeiten waren bekannt, so dass die jeweiligen Dissoziationsmesszeiten be-
rechnet werden konnten. Sie sind in Tabelle 2.8 (S. 32) angegeben.

Die Auswertung beider Messdaten mittels monoexponentieller Kurvenanalyse er-
gibt die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation k.i. Sie kann durch die nach-

folgende Gleichung bestimmt werden:

In( Bt,spez ]
k BO,spez
e (Gl. 2.24)

Dabei stehen Bispe; Und By spe; flir die spezifische Ligandbindung zum Zeitpunkt t
des zweiten Messpunktes bzw. zum Zeitpunkt t = 0.

Von Vorteil ist bei dieser Technik der geringe Materialeinsatz sowie der kurze Un-
tersuchungszeitraum. Bedingt durch die lediglich auf zwei Messdaten beruhende
Bestimmung von k.; muss allerdings mit einer gréBeren Ungenauigkeit des resul-

tierenden ECy sqiss-Wertes gerechnet werden, was ein Nachteil sein kann.

2.3.2 Durchfithrung der Untersuchungen

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Radioligand-Bindungsstudien lassen

sich, entsprechend der Herkunft des verwendeten Rezeptor-Materials, in zwei se-
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parate Gruppen unterteilen, wobei zwischen Studien unter Verwendung von
Membransuspensionen aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe (siehe 2.1) und
solchen ausgehend von COS7-Zellen (siehe 2.2) zu differenzieren ist. Da zwischen
diesen Gruppen in der Praxis zum Teil deutliche Unterschiede bestehen, sollen die

Charakteristika der praktischen Durchflihrung getrennt erlautert werden.

2.3.2.1 Untersuchungen unter Einsatz von Membransuspensionen

aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe

Im Uberwiegenden Teil der Bindungsstudien kam der radioaktiv markierte Muska-
rin-Rezeptor-Antagonist [3H]M-Methylscopolamin (kurz [3H]NMS, R23) in der Kon-
zentration von 0,2 nM zum Einsatz, bei einigen Untersuchungen wurde alternativ 1
nM des Agonisten [3H]Oxotremorin-M (kurz [3H]OxoM, R24) verwendet. Zur Kon-
stanthaltung der Reaktionsbedingungen wurde in einem Puffersystem (Mg-Phos-
phat-Tris-Puffer, L11) bei pH 7,3 und 37 °C gearbeitet. Die Bestimmung der un-
spezifischen Bindung erfolgte durch eine Uberschuss-Zugabe des Antagonisten
Atropin (R26) in einer Endkonzentration von 1 pM. Der Kompetitor verhinderte die
spezifische Bindung der Radioligand-Molekiile an das orthosterische Haftareal,
weshalb sie sich nur noch unspezifisch an andere Membranstrukturen oder die
Filtermaterialen anlagern konnten.

GemaB einem fiir den jeweiligen Versuchstyp ausgearbeiteten Protokoll wurden
die Versuchskomponenten in ein geeignetes GefaB Uberfuhrt, wobei flr kinetische
Untersuchungen Erlenmeyer-Kolben (M21) und fiir die Gbrigen Studien Eppendorf-
ReaktionsgefaBe verwendet wurden. Um Adsorptionseffekte der Modulatoren an
die im Vergleich zum enthaltenen Volumen groBe GefaB-Oberflache zu verhindern,
wurde die Innenseite der ReaktionsgefiBe zuvor mit Sigmacote® (R27) silanisiert.
Die beflillten GefdBe wurden nach kurzem Schitteln (M22) in ein Schittel-
Wasserbad bei 37 °C (M23) gestellt. Die in 1 ml enthaltene membrangebundene
Radioaktivitat wurde dann nach einem vorher festgesetzten Zeitpunkt mittels Va-
kuumfiltration durch Glasfaserrundfilter (M24) vom Ubrigen Reaktionsgemisch ab-
getrennt. Der Filter wurde nach zweifachem Spilen mit je 5 ml eisgekiihltem Aqua
dest. in ein PolyethylengefaB (M25) Uberfiihrt und mit 5 ml eines Szintillations-
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cocktails (R28) versetzt. Nach einer mindestens einstlindigen Einwirkzeit erfolgte
mit einem Flssig-Szintillationszahler (M26) die Quantifizierung der Radioaktivitat.

Die abschlieBende Auswertung der Messdaten erfolgte in Abhangigkeit der Art des
Bindungsexperimentes; nahere Angaben dazu finden sich in den folgenden Kapi-

teln.

2.3.2.1.1 Homologe Kompetitionsexperimente

GemaB dem nachfolgenden Schema wurden insgesamt dreiBig Eppendorf-
ReaktionsgefaBe befiillt, wobei jeder einzelne der zehn bzw. acht verschiedenen
Versuchsansatze — je ein Ansatz zur Messung von Gesamt- und unspezifischer
Bindung sowie acht bzw. sechs Ansatze (s. u.) mit verschiedenen Konzentrationen
des Kompetitors — zur praziseren Bestimmung der Radioligand-Bindung dreifach

vorbereitet wurde:

Volumen Art der Endkonzentration
[pl] Losung im Versuchsansatz
[3H]NMS in Aqua dest. 0,2 nM
100 oder
[3H]OxoM in Aqua dest. 1 nM
Aqua dest.
(Gesamtbindung)
oder
30 uM Atropin in
50 Aqua dest. 1uM
(unspezifische Bindung)
oder
nicht markiertes NMS in 1/30 der einpipettierten
Aqua dest. (homologes Konzentration
Kompetitionsexperiment) (siehe Angaben im Text)
1100 Inkubationspuffer (L11) 3 mM Mg?**, 50 mM Tris-HCl
250 Membransuspension siehe Angaben im Text

in 50 mM Tris-HCI-Puffer

Tabelle 2.2: Pipettierschema zur Durchfiihrung homologer Kompetitionsexperimente mit Memb-
ransuspensionen aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe.
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Um die Auswertung der Radioligand-Bindungsstudien gemadB der vorgestellten
theoretischen Zusammenhange durchflihren zu kdénnen (siehe 2.3.1.2), ist es er-
forderlich, dass maximal 10 % der eingesetzten Radioligand-Menge durch die Re-
zeptorproteine gebunden werden, damit die freie Ligandkonzentration wahrend
des Versuches als konstant angesehen werden kann (Bennett und Yamamura,
1985). Bei der Wahl der eingesetzten Konzentration an Membransuspension war
dieser Umstand zu bericksichtigen.

Die Endkonzentration des Radioliganden im Versuchsansatz lag bei 0,2 nM flr
[3H]NMS bzw. 1 nM fir [3H]OxoM. Der betreffende, nicht radioaktiv markierte,
strukturidentische Kompetitor wurde in aufsteigenden Konzentrationen eingesetzt,
die Endkonzentrationen im Reaktionsansatz betrugen 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 100
und 1000 nM fir NMS (R29) bzw. 0,1, 1, 3, 10, 100 und 1000 nM fiir OxoM (R30).
Die Inkubationszeit betrug in [3H]JNMS/NMS- sowie [3H]OxoM/OxoM-Versuchen
gleichermaBen zwei Stunden, die sich anschlieBende Probenaufbereitung erfolgte
wie unter 2.3.2.1 beschrieben und die Auswertung lieferte die unter 2.3.1.2.1

erlduterten KenngréBen.

2.3.2.1.2 Heterologe Interaktionsexperimente

Die praktische Durchfiihrung dieser Untersuchungen entsprach nahezu vollstandig
derjenigen der homologen Kompetitionsexperimente (siehe 2.3.2.1.1). Anstatt der
zunehmenden Konzentration an nicht markiertem Kompetitor wurden diesmal je-
doch verschiedene Mengen an allosterischer Testsubstanz eingesetzt, um deren
Einfluss auf die Radioligand-Gleichgewichtsbindung untersuchen zu kénnen.

Zu Beginn der Arbeit wurden samtliche heterologen Interaktionsstudien unter Ver-
wendung des Radioliganden [3H]NMS durchgefiihrt, der in fixer Konzentration von
0,2 nM zum Einsatz kam. Es wurde erneut in einem Mg-Phosphat-Tris-Puffer (L11)
bei 37 °C gearbeitet und auch die Ubrigen experimentellen Details zur Ansetzung,
Filtration sowie zur abschlieBenden Aufbereitung der Proben kénnen der in 2.3.2.1
skizzierten Methodik entnommen werden.

Die erforderliche Inkubationszeit ist bei dieser Art von Bindungsstudien nicht kon-

stant. Sie ergibt sich ausgehend von der in kinetischen Untersuchungen bestimm-
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ten Affinitat des Modulators zu [3H]NMS-besetzten Rezeptoren (siehe 2.3.1.4 bzw.
2.3.2.1.3) in Abhangigkeit der hdchsten hier eingesetzten Modulator-Konzentration
und kann nach Gleichung 2.18 errechnet werden.

Im Laufe der Arbeit stellte sich heraus, dass mit der bisherigen Versuchsmethodik
eine prazise Bestimmung von Ka und o bei stark bindungsférdernden Modulatoren
kaum mdglich war. In diesen Fédllen wurde der Radioligand gewechselt und
[3H]OxoM kam in der Endkonzentration von 1 nM zu Einsatz. Die Grundlage flr
einen solchen Radioligand-Wechsel findet sich in der Arbeit von M. GroBmdiller
(2003). Demnach ist die Affinitat Silizium-haltiger allosterischer Modulatoren zu
freien M,-Rezeptoren vom eingesetzten Radioliganden unabhdngig, so dass Ka
auch durch den Einsatz von [3H]OxoM ermittelt werden kann.

Das Pipettierschema anderte sich durch den Wechsel des Radioliganden nicht:

Volumen Art der Endkonzentration
[pl] Losung im Versuchsansatz
[3H]MNS in Aqua dest. 0,2 nM
100 oder
[3H]OxoM in Aqua dest. 1 nM
Aqua dest.
(Gesamtbindung)
oder
30 uM Atropin in
50 Aqua dest. 1uM
(unspezifische Bindung)
oder
allosterischer Modulator in 1/30 der
Aqua dest. (heterologes einpipettierten
Interaktionsexperiment) Konzentration
1100 Inkubationspuffer (L11) 3 mM Mg**, 50 mM Tris-HCl
250 Membransuspension siehe 2.3.2.1.1

in 50 mM Tris-HCI-Puffer

Tabelle 2.3: Pipettierschema zur Durchfilhrung heterologer Interaktionsexperimente mit Memb-

ran-suspensionen aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe.
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Der auch von M. GroBmiiller untersuchte Silizium-haltige Modulator TD2 war selbst
unter Einsatz hoher Konzentrationen nicht in der Lage, die [3H]OxoM-Dissoziation
zu verzogern. Dariber hinaus hoben alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit un-
tersuchten Silizium-haltigen Verbindungen, die in hohen Konzentrationen zum Ein-
satz kamen, die [3H]OxoM-Gleichgewichtsbindung komplett auf. Diese Befunde
lassen den Schluss zu, dass es nicht zur Ausbildung terndrer Komplexe kommt,
weshalb die Bestimmung von o auf dem bekannten Weg nicht mdglich ist. Es
wurde daher alternativ rechnerisch verfahren, wobei zur Verdeutlichung des in-
haltlichen Unterschiedes die Bezeichnung ,Selektivitatsfaktor B statt ,Kooperativi-
tatsfaktor o™ gewahlt wird:

= “Cosuss/ws (Gl. 2.25)

KA/OxoM

Dabei stehen ECy sgiss/nms fur die in kinetischen Experimenten bestimmte Affinitat
der Testsubstanz zu [3H]MNS-besetzten Rezeptoren und Ka/oxom fur die in hetero-
logen Interaktionsstudien mit [3H]OxoM ermittelte Modulator-Affinitat zu freien
Rezeptoren.

Der Einsatz von [3H]OxoM hat den Nachteil, dass die unspezifische Bindung im
Vergleich zur Gesamtbindung recht hoch ist. Sie konnte jedoch abgesenkt werden,
indem die wahrend der Filtration bendétigten Rundfilter vor ihrer Verwendung fir
mindestens zwolf Stunden in 0,25 %ige Polyethylenimin-Lésung (L12) eingelegt
und nach Platzieren auf die Hand-Filtrationsanlagen mit 5 ml Aqua dest. gewa-
schen wurden. Weiterhin wurde nach erfolgter Filtration die abgetrennte rezeptor-
gebundene Aktivitdt dreimal mit 5 ml eisgekiihltem Mg-Phosphat-Tris-Spllpuffer
(L13) gewaschen. Die ubrige Versuchsmethodik blieb trotz des Radioligand-

Wechsels unverandert.
2.3.2.1.3 Kinetische Experimente
Im Verlauf dieser Arbeit wurde der Einfluss verschiedener allosterischer Modulato-

ren auf die Dissoziation des Radioliganden [3H]NMS untersucht, wobei Uberwie-

gend komplette Dissoziationsverlaufe an Membransuspensionen aus Hausschwein-
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Herzventrikel-Gewebe unter Verwendung eines Mg-Phosphat-Tris-Puffers (L11) bei
37 °C uber zwei Stunden verfolgt wurden.
Zunachst wurden zur Herstellung eines Vorinkubations-Gemisches verschiedene

Ldsungen in einen kleinen Erlenmeyer-Kolben einpipettiert:

Volumen Art der Endkonzentration
[ul] Losung im Versuchsansatz
1600 [3H]NMS in Aqua dest. 0,2 nM
200 Aqua dest.

16800 Inkubationspuffer (L11) 3 mM Mg**, 50 mM Tris-HClI
4000 Membransuspension

in 50 mM Tris-HCI-Puffer

Tabelle 2.4: Pipettierschema fiir die Vorinkubations-Gemische zur Verfolgung kompletter Dissozi-
ationsverldaufe mit Membransuspensionen aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe.

Dieser Ansatz wurde zunachst fir dreiBig Minuten in ein Wasserbad gestellt und
wahrenddessen mit Hilfe eines Magnetriihrers (M27) durchmischt, so dass sich ein
dynamisches Gleichgewicht zwischen Ligand, Rezeptoren sowie dem Komplex aus
beiden einstellen konnte. Nach Ablauf dieser Zeitspanne wurde flir jeden Ansatz
die Gesamtzahl an Ligand-Rezeptor-Komplexen durch Entnahme und anschlieBen-
de Filtration von drei Proben mit je 1 ml Volumen bestimmt. Diese stellen bei der
spateren Auswertung die [3H]NMS-Gesamtbindung zum Zeitpunkt t = 0 dar.

Unmittelbar im Anschluss begann durch Zugabe von 1400 pl der Start-Losung die
Beobachtung des Dissoziationsverlaufes, wobei Tabelle 2.5 die Zusammensetzung

dieser Losung angibt.

Volumen Art der Endkonzentration

[ul] Losung im Versuchsansatz

Aqua dest.
(Kontrollexperiment)
800 oder
allosterischer Modulator 1/30 der einpipettierten
in Aqua dest. Konzentration
800 30 uM Atropin 1 uM

Tabelle 2.5: Pipettierschema fiir die Start-Losung zur Verfolgung kompletter Dissoziationsverlaufe
mit Membransuspensionen aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe.
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2.3 Radioligand-Bindungsstudien

Wie unter 2.3.1.4 skizziert, ermdglichte der groBe Uberschuss des zugegeben
Kompetitors Atropin die alleinige Betrachtung der Dissoziation durch komplette
Unterdriickung von Reassoziationsprozessen.

Im Verlauf der folgenden zwei Stunden wurden aus dem Versuchsansatz anhand
eines Zeitplans insgesamt zwanzig Messproben von je 1 ml entnommen und abfilt-
riert, so dass der Dissoziationsverlauf durch die Messpunkte gut beschrieben wer-
den konnte. Die Weiterbehandlung der Proben erfolgte anhand dem in 2.3.2.1
beschriebenen Verfahren, die Bestimmung von ECg sgiss SchlieBlich wurde basierend
auf der sigmoiden Konzentrations-Effekt-Kurve vorgenommen, dies wurde in
2.3.1.4 erldutert. Zu berlicksichtigen ist allerdings, dass die drei Proben der Ge-
samtbindung mit dem Faktor 0,934 zu multiplizieren sind, um der Veranderung
der Volumina sowie der Konzentrationen des Vorinkubations-Gemisches durch die

Zugabe der Start-Losung Rechnung zu tragen.

2.3.2.2 Untersuchungen unter Einsatz von Membransuspensionen
aus COS7-Zellen

Ein kleinerer Teil der kinetischen Experimente dieser Arbeit wurde unter Verwen-
dung von Muskarin-Rezeptoren durchgefiihrt, die von COS7-Zellen exprimiert wur-
den; der Dissoziationsverlauf wurde dabei anhand von zwei Punkten ermittelt. Ein
Einsatz dieser Art von Membransuspension im Rahmen von heterologen Interakti-
onsexperimenten erfolgte nicht.

Die Bindungs-Untersuchungen wurden unter Einsatz des Radioliganden [3H]NMS
durchgefiihrt, dessen Endkonzentration im Versuchsansatz 1 nM betrug. Es wurde
bei 23 °C und mit einem auf pH 7,4 -eingestellten Na-K-Phosphat-
Inkubationspuffer (L14) gearbeitet. Um die Dissoziationskinetik isoliert betrachten
zu kénnen, wurde ein Atropin-Uberschuss eingesetzt; die Endkonzentration dieser
Komponente im Versuchsansatz betrug 3 pM.

Die Tabelle 2.6 aufgeflihrten Loésungen wurden zundachst in ein Polyethylen-Gefal3
eingebracht und flr dreiBig Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, damit sich ein

Gleichgewicht einstellen konnte:
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Volumen Art der Endkonzentration
[pl] Losung im Versuchsansatz
220 [3H]MNS in Aqua dest. 1 nM

1 mM KH,PO,,

1980 Inkubationspuffer (L14) 4 mM Na,HPO
2 4

Membransuspension in

22
00 5 mM Na-K-Phosphat-Puffer

Tabelle 2.6: Pipettierschema fiir das Inkubations-Gemisch im Rahmen Zweipunkt-kinetischer
Experimente mit Membransuspensionen aus COS7-Zellen.

Parallel zur Inkubation wurden in einer Mikrotiterplatte (M28) die einzelnen Reak-
tionsansdtze vorbereitet. In separaten Bohrungen wurden fiir jeden zu untersu-
chenden Modulator acht verschiedene, die Konzentrations-Effekt-Kurve mdglichst
gut beschreibende Konzentrationen jeweils zweifach vorgelegt, hinzu kamen vier
weitere Kontrollansatze mit Aqua dest. zur Bestimmung der Dissoziations-
geschwindigkeit in Abwesenheit des Modulators. Alle verwendeten Bohrungen
wurden zusatzlich mit einer Atropin-Lsung beflllt. Die nachfolgende Tabelle 2.7

gibt Auskunft Gber die dabei eingesetzten Konzentrationen und Volumina:

Volumen Art der Endkonzentration
[ul] Losung im Versuchsansatz
Aqua dest.
(Kontrollexperiment)
100 oder
allosterischer Modulator 1/4 der einpipettierten
in Aqua dest. Konzentration

12 uM Atropin in

100
10 mM Na-K-Phosphat-Puffer

3 UM

Tabelle 2.7: Pipettierschema zur Vorbereitung der Versuchsansdtze im Rahmen Zweipunkt-
kinetischer Experimente mit Membransuspensionen aus COS7-Zellen.

Die Dissoziationsmessung begann durch Zugabe des Inkubations-Gemisches in die
vorbereiteten Bohrungen, wobei zu jedem Versuchsansatz ein Volumen von 200 pl
einpipettiert wurde. Der Rest des Gemisches, ein Sicherheitszuschlag, wurde ver-
worfen. Die Beendigung der Reaktion erfolgte nach einer zuvor definierten Zeit-

spanne mittels Vakuum-Filtration des Ansatzes durch eine Filtermatte (M29) unter
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2.3 Radioligand-Bindungsstudien

Verwendung eines Tomtec-Harvesters (M30). Zur Reduzierung der unspezifischen
Bindung wurde die Filtermatte vor ihrer Verwendung fir etwa eine Stunde in 0,1
%ige Polyethylenimin-Losung (L15) eingelegt. Nach der Filtration und anschlie-
Bender dreimaliger Spilung mit geklihltem Aqua dest. wurde die Filtermatte ge-
trocknet und mit einer diinnen, ein Szintillatormaterial enthaltene Wachsfolie
(M31) belegt, die mit Hilfe einer Heizplatte (M32) auf den Filter geschmolzen wur-
de. Dieses Szintillatormaterial wandelte die gebundene Radioaktivitat in Lichtblitze
um, was anschlieBend von einem Szintillationszahler (M33) quantifiziert wurde. Die
Auswertung der Messdaten erfolgte anhand der in 2.3.1.4 bzw. 2.3.1.4.2 erlauter-
ten Vorgehensweise. Die resultierenden Konzentrations-Effekt-Kurven lieferten
schlieBlich den ECy sqiss-Wert.

Wie bereits in 2.3.1.4.2 erlautert, weist der optimale Filtrationszeitpunkt eine star-
ke Abhangigkeit von der Radioligand-Dissoziations-Charakteristik des eingesetzten
Rezeptors auf und entspricht in etwa dem 1,75fachen der Halbwertszeit der
[3H]NMS-Dissoziation in Abwesenheit eines Modulators (Kontrollbedingungen). Die
Halbwertszeiten aller flinf im Zuge dieser Arbeit eingesetzten Rezeptor-Arten fin-
den sich in der Arbeit von A. Raasch, so dass, basierend auf diesen Angaben, die
direkte Berechnung der erforderlichen Dissoziationszeiten mdglich war. Sie sind in
Tabelle 2.8 aufgeftihrt.

Dissoziationshalb- Berechnete
Rezeptor-Art wertszeit unter Dissoziations-
Kontrollbedingungen [min] messzeit [min]
M,-Wildtyp 51 9
M, Y’ Tyr -> GIn 5,9 10
M, **Thr -> His 15 26
M, Y"Tyr -> GIn + **Thr -> His 28 49
Ms-Wildtyp 93 163

Tabelle 2.8: Auf der Basis von A. Raasch (2003) berechnete Inkubationszeiten fiir Zweipunkt-
kinetische Untersuchungen mit COS7-Membransuspensionen in Abhangigkeit der verschiedenen
Rezeptor-Typen. Nahere Erlduterungen finden sich im Text.

Zur Bestimmung der Gesamt- bzw. der unspezifischen Bindung wurden parallel auf

der selben Mikrotiterplatte jeweils vier weitere, separate Ansatze vorbereitet. Die
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Tabellen 2.9 und 2.10 geben Auskunft iber die Art und Menge der dazu einge-

setzten LOsungen:

Volumen Art der Endkonzentration
[ul] Losung im Versuchsansatz
10 [3H]MNS in Aqua dest. 1 nM

1 mM KH2P04,

90 Inkubationspuffer (L14) 4 mM Na>HPO
2 4

Tabelle 2.9: Pipettierschema zur Bestimmung der Gesamtbindung im Rahmen Zweipunkt-kine-
tischer Experimente mit Membransuspensionen aus COS7-Zellen.

Volumen Art der Endkonzentration
[ul] Losung im Versuchsansatz
10 [3H]MNS in Aqua dest. 1 nM
80 Inkubationspuffer 1 mM KHPO,

4 mM Na;HPO4

60 uM Atropin in 5,56 mM

1
0 Na-K-Phosphat-Puffer

3 UM

Tabelle 2.10: Pipettierschema zur Bestimmung der unspezifischen Bindung im Rahmen Zwei-
punkt-kinetischer Experimente mit Membransuspensionen aus COS7-Zellen.

DreiBig Minuten vor der Filtration wurde in jeden der acht Ansatze 100 ul Memb-
ransuspension hinzugegeben, um durch die halbstiindige Inkubation identische

Bedingungen im Vergleich zu den anderen Ansdtzen sicherzustellen.

2.4 Statistische Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten statistischen Verfahren werden nachfol-

gend kurz erldutert. Aufgefiihrt sind einige ausgewahlte Standard-Methoden, flir
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tiefergehende Dinge sei auf die einschldagige Literatur verwiesen (z.B. Motulsky,
1995).

Die Angabe der KenngréBen aller im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Modula-
toren erfolgt in Form des mit —1 multiplizierten und logarithmierten Wertes
(PECo,5diss; PKa und pa bzw. pp). Die nicht logarithmierten Parameter weisen keine
lineare Streuung auf, weshalb fiir sie die Angabe eines beidseitig einheitlichen
Standardfehlers nicht méglich ist. Dariber hinaus sollte die Berechnung des Mit-
telwertes auf der Basis von Werten mit einer linearen Streuung durchgefiihrt wen-
den, da andernfalls ein Messwert, der von den lbrigen deutlich abweicht, einen zu

groBen Einfluss auf den Mittelwert besitzt (Christopoulos, 1998).

2.4.1 Arithmetisches Mittel

Das arithmetische Mittel x kann aus den Einzelwerten x; gebildet werden, indem

deren Summe durch die Anzahl n der Messwerte geteilt wird:

(Gl. 2.26)

2.4.2 Standardabweichung

Die Standardabweichung SD ist ein MaB flr die Streuung der Messwerte. Sie ent-
spricht der Quadratwurzel der Varianz s2 und kann folgendermaBen berechnet

werden:

(Gl. 2.27)
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2.4.3 Standardfehler des Mittelwertes

Der Standardfehler des Mittelwertes SEM ist der Standardabweichung direkt

proportional, es gilt der folgende Zusammenhang:

SD
SEM = 22
Jn (Gl. 2.28)

2.4.4 F-Test

Im Rahmen dieser Arbeit gab es einige Situationen, an welchen eine begriindete
Entscheidung bei der Wahl zwischen zwei verschiedenen mathematischen Model-
len getroffen wurde. Dies war beispielsweise der Fall bei der Beurteilung der Steil-
heit ny einer Konzentrations-Effekt-Kurve, die mittels computergestiitzter Regres-
sionsanalyse durch die Messpunkte eines kinetischen Experimentes gelegt wurde
(siehe 2.3.1.4). So war es mdglich, das SteigungsmaB auf den Wert von -1 zu
fixieren, was der Annahme eines einfachen Bindungsverhaltens entspricht, oder
alternativ diesen Parameter variabel zu belassen. Wirde sich beim statistischen
Vergleich dieser beiden Varianten ein signifikanter Unterschied ergeben, ware die
Festsetzung von ny auf —1 unzuldssig und es wdre mit einem komplexen Bin-
dungsverhalten zu rechnen.

Der F-Test dient dem statistischen Vergleich beider Kurvenanpassungen und ver-
gleicht dabei jeweils die Summe der Abstandsquadrate zwischen Messpunkt und
Kurvenverlauf (Motulsky, 1995). Diese GroBen flieBen in die Berechnung des Wer-

tes flir F ein, woflir die nachfolgende Gleichung verwendet wird:

SS, —SS,,
df, — df,
T ss,
df,

F
(Gl. 2.29)
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Dabei stehen ss, bzw. ss;, fur die Summe der Abstandsquadrate unter Anwendung
der einfachen Gleichung a bzw. der komplexeren Gleichung b mit einer zusatzli-
chen Variablen (hier ny) sowie df, bzw. dfy, fir die Anzahl der Freiheitsgrade der
einfachen Gleichung a bzw. der komplexeren Gleichung b.

Der berechnete F-Wert wird anschlieBend mit einem tabellierten F-Wert fir die
zugrundegelegte Irrtumswahrscheinlichkeit — im Rahmen dieser Arbeit war dies p
< 0,05 - verglichen. Ubersteigt dabei der errechnete F-Wert denjenigen aus der
Tabelle, so ergibt sich flir die Kurve mit dem zusatzlichen Freiheitsgrad und der

variablen Steigung eine signifikant bessere Anpassung.

2.4.5 Ungepaarter t-Test

Zur Testung auf eine statistisch signifikante Differenz zwischen den Mittelwerten
der KenngroBen der einzelnen Modulatoren wurde ein zweiseitiger, ungepaarter t-
Test durchgeflihrt, wobei eine notwendige Voraussetzung fiir dieses Vorgehen das
Vorliegen einer Gauss “schen Normalverteilung der Messdaten ist.

Vor dem eigentlichen t-Test wurde zunachst mittels eines F-Testes die statistische
Differenz zwischen den jeweiligen Standardfehlern Uberprift. Ergab sich dabei
eine Signifikanz, wurde im nachfolgenden t-Test eine Korrektur nach Welch integ-
riert, ansonsten wurde er unverandert durchgefiihrt. Die Signifikanzgrenze fir die-
se wie fur alle Ubrigen statistischen Berechnungen dieser Arbeit wurde bei p =

0,05 gezogen.

2.5 Eingesetzte Verbindungen

In diesem Kapitel werden die innerhalb der Radioligand-Bindungsstudien dieser

Arbeit verwendeten Substanzen naher vorgestellt.
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2.5.1 Orthosterische Muskarin-Rezeptor-Liganden

* H3C\N/CH3
®
Br°

0

Abbildung 2.1: Strukturformel des Muskarin-Rezeptor-Antagonisten A~Methyl- bzw. [3H]A-
Methyl-Scopolamin-Bromid. Die Position der radioaktiven Markierung ist mit einem Stern (*) ge-

kennzeichnet, die spezifische Aktivitdt des Radioliganden betrug, je nach Charge, 81,0 bzw. 83,5
Ci/mmol.

o HC—CO0
CH,

@] *

N. _ /E—CH:s

H3

Abbildung 2.2: Strukturformel des Muskarin-Rezeptor-Agonisten [3H]Oxotremorin-M-Acetat. Die
Position der radioaktiven Markierung ist mit einem Stern (*) gekennzeichnet, die spezifische Aktivi-

tat des Radioliganden betrug 86,4 Ci/mmol. Ebenfalls eingesetzt wurde die nicht markierte Sub-
stanz, sie lag als Iodid-Salz vor.

CH3

N1~

©)
1/,5042©

Abbildung 2.3: Strukturformel des Muskarin-Rezeptor-Antagonisten Atropin-Sulfat.
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2.5.2 Allosterische Muskarin-Rezeptor-Liganden

2.5.2.1 Silizium-haltige Verbindungen

Die nachfolgendend aufgeflihrten Silizium-haltigen allosterischen Modulatoren
wurden allesamt von Herrn Dr. J. O. Daiss aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof.

Dr. R. Tacke, Universitat Wirzburg, Institut fiir Anorganische Chemie, synthetisiert

und dankenswerterweise zur Verfligung gestellt.

Abbildung 2.4: Grundgeriist aller monokationischen Silizium-haltigen Modulatoren.

R, R, X, X, Substanz-
Bezeichnung
Phth Phth H H TD2
Phth Mephth H H TD12
Mephth Phth H H TD21
Mephth Mephth H H TD17
Phth Phth H CH3 TD23
Phth Phth CH3 H TD24
Phth Naphth H H TD15
Naphth Phth H H TD16
Naphth Naphth H H TD14
Naphth Mephth H H TD18
Mephth Naphth H H TD20
Naphth Succ H H TD19
Succ Naphth H H TD25
Succ Succ H H TD22

Tabelle 2.11: Substitutionsmuster der monokationischen Silizium-haltigen Verbindungen.
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Die in Tabelle 2.11 verwendeten Abkirzungen ,Mephth", ,Naphth®, ,Phth“ sowie

~Succ" bezeichnen die folgenden Strukturelemente:

Lo g o

—0O

5-Methylphthalimid- Naphthalimid- Phthalimid- Succinimid-
Rest Rest Rest Rest

Neben diesen vierzehn jeweils einfach positiv geladenen Silizium-haltigen Substan-
zen wurde zusatzlich die Verbindung TD32 auf ihre allosterischen Eigenschaften
hin untersucht. Sie weicht strukturell von den (ibrigen Silizium-haltigen Modulato-

ren ab, da sie aufgrund eines tertiaren Stickstoffes nicht permanent positiv gela-

den ist:
(0]
0 $H3
O /\/\Si(\/\/\/N\/\/
N > CH
O E ;
(0]

Abbildung 2.5: Strukturformel des ungeladenen, Silizium-haltigen Modulators TD32.

2.5.2.2 Alkan-Bisammonium-Verbindungen

Abbildung 2.6: Strukturformel des Prototyp-Modulators W84. Die Verbindung wurde synthetisiert
und dankenswerterweise zur Verfiigung gestellt von Herrn Dr. J. Pfeffer, Universitat Kiel, Institut
fur Pharmakologie.
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0
o "o Hc, §3
3%
e Oy
O e T T
0

Abbildung 2.7: Strukturformel des Modulators WB64. Die Verbindung wurde synthetisiert und
dankenswerterweise zur Verfligung gestellt von Frau Dr. W. Bender, Universitat Wirzburg, Institut
fiir Pharmazeutische Chemie.

2.6 Verwendete Materialien und Reagenzien

Nachfolgend werden in tabellarischer Form alle Materialen (Tabelle 2.12) bzw. Re-
agenzien (Tabelle 2.13) aufgeflihrt, die im Zuge dieser Arbeit eingesetzt wurden;
dabei werden sie den in den bisherigen Kapiteln verwendeten Kiirzeln zugeordnet.

Details zu den nur verkiirzt genannten Herstellern finden sich in Tabelle 2.14.

2.6.1 Materialien

Kiirzel Material Artikel-Nr. Hersteller
M1 Waring-Blendor-Homogenisator Waring
M2 Potter-Elvejhem-Glashomogenisator JanKun
M3 Ultrazentrifuge Beckman L7-35 BeckIn
M4 Eppendorf Reaktionsgefal (4000 Stiick) 616201 Greiner
M5 Herasafe-Werkbank HS15, Klasse II Heraeus

ThermoForma Series II Water Jacketed
Me CO,-Inkubator Therfor
M7 Gewebekulturschale, steril, 145/20 mm 639160 Greiner
M8 SFCA Bottle Top Filter, 150 ml 290-4520 Nalge
M9 Kryovial (500 Sttick) 123263 Greiner
M10 Falcon-tubes, steril, 50 ml (500 Stiick) 227261 Greiner
M11 Centrifuge 5417 C Eppen
M12 Gewebekulturschale, steril, 100/20 mm 664160 Greiner
M13 Orbital Shaker Model 420 TherFor
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Kiirzel Material Artikel-Nr. Hersteller
M14 Quiagen Plasmid Maxi Kit 12162 Quiagen
M15 Centrifuge Avanti J-20 XP BeckCo
M16 Ultrospec 3300 pro Biochrom
M17 Neubauer Zahlkammer 631-1110 VWR
M18 Axiovert 25 Zeiss
M19 Cell-Scraper, steril, 25 cm 83.1830 Sarstedt
M20 Polytron-Homogenisator Kinema
M21 Erlenmeyer-Kolben 50 ml Labomedic
M22 MSI Minishaker IKA
M23 Wasserbad GFL 1086 GFL

Glasfaser-Rundfilter GF6, g 25 mm .
M24 (200 Stiick) 10370018 Schleicher
Polyethylen-SzintillationsgefaBB mit .
M25 Schraubdeckel, 21 mi (1000 Stiick) Fisher
M26 Beckman LS 6000 SC BeckCo
M27 Janke & Kunkel ES 5 JanKun
Mikrotiterplatte mit 96 Bohrungen i
M28 (50 Stiick) AB-0564 Abgene
Bedruckte Filtermatte, 90 x 120 mm ) .
M29 (100 Stiick) 1450-421 PerkinEID
M30 Harvester 96, Model Mach 3 Tomtec
M31 MeltiLex A 1450-441 PerkinEID
M32 Techne Dri-Block DB-2A Techne
M33 1450 MicroBeta Trilux PerkinEID
Tabelle 2.12: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Materialien.
2.6.2 Reagenzien
Kiirzel Reagenz Artikel-Nr. Hersteller

R1 Saccharose (1 kg) 1.07687.1000 Merck

R2 Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (500 g) 1.08382.0500 Merck

R3 Salzsaure 1 N (1 1) 23204 Grussing

R4 Humanes Serumalbumin (FraktionV, 5g) A-1653 Sigma

Dulbecco s Modified Eagles Medium .

R5 (DMEM, 500 ml) D-5796 Sigma

R6 Fotales Kalberserum (FKS, 500 ml) F-7524 Sigma

R7 - i :

Penicillin (10000 U/ml)-Streptomycin P-0781 Sigma

(1000 pg/ml)-Lésung (100 ml)
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Kiirzel Reagenz Artikel-Nr. Hersteller

RS Dulbecco"'s Phosphate Buffered Saline D-5652 Sigma
(Pulver fir 10 x 1 1)

R9 Trypsin-EDTA-L6sung (100 ml) T-3924 Sigma
R10 Dimethylsulfoxid (DMSO, 1 [) D-5879 Sigma
R11 Luria-Bertani-Medium-Pulver (1 kg) L-3522 Sigma
R12 Ampicillin-Natrium (5 g) A-9518 Sigma
R13 Glycerol 99 % (500 ml) G-5516 Sigma
R14 Ethylendiaminotetraessigsaure (100 g) E-9884 Sigma
R15 Natronlauge 1 N (1 1) 35256 Griissing
R16 Isopropanol, absolut (1 1) 59304 Fluka
R17 Ethanol 99,8 % (2,5 I) 9065.2 Roth
R18 Aqua pro analysi (5 1) 1.16754.5000 Merck
R19 PolyFect®Transfektionsreagenz (4 x 1 ml) 301107 Quiagen
R20 KH,PO4 (500 g) P-5379 Sigma
R21 Na;HPO4 x 2 H,0 (1 kg) S-0876 Sigma
R22 Phosphorsaure 85% (100 g) P-5811 Sigma
R23 [3H]M-Methyl-Scopolamin-Bromid (1 ml) NET 636 PerkinEIU
R24 [3H]Oxotremorin-M-Acetat (250 ul) NET 671 PerkinEIU
R25 MgHPO4 x 3 H,0 (250 g) 63080 Fluka
R26 Atropin-Sulfat (5 g) A-0257 Sigma
R27 Sigmacote® (100 ml) SL-2 Sigma
R28 Ready Protein + (4 x 3,75 1) 586604 BeckCo
R29 MMethyl-Scopolamin-Bromid (5 g) S-8502 Sigma
R30 Oxotremorin-M-Iodid (100 mg) 0O-100 Sigma
R31 wassrige Polyethylenimin-Lésung 50% P-3143 Sigma

(100 ml)

Tabelle 2.13: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Reagenzien.

2.6.3 Kurzbeschreibungen der Herstellerfirmen

Kiirzel Hersteller
ABgene Abgene House, Epsom, Surrey, Grossbritannien
BeckCo Bechman Coulter GmbH, Unterschleissheim, Deutschland
BeckIn Beckman Industries, Palo Alto, USA
Biochrom Biochrom LTD, Cambridge, Grossbritannien
Eppen Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Fisher Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Fluka Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
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2. Methoden, Materialien, Reagenzien und L&sungen

Kiirzel Hersteller
GFL Gesellschaft fur Labortechnik GmbH, Burgwedel, Deutschland
Greiner Greiner-Bio-One, Solingen, Deutschland
Grussing Grissing Diagnostika Analytika, Filsung, Deutschland
Heraeus Heraeus, Hilden, Deutschland
IKA IKA Werke, Staufen, Deutschland
JanKun Janke und Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland
Kinema Kinematica AG, Littau-Luzern, Schweiz

Labomedic Labomedic, Bonn, Deutschland

Merck Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Nalge Nalge Nunc International, Rochester, New York, USA
PerkinEID Perkin Elmer Life Science GmbH, Rodgen-Jiigesheim, Deutschland
PerkinEIU Perkin Elmer Life and Sciences, Boston, Maryland, USA
Quiagen Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Roth Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Deutschland
Sarstedt Sarstedt Inc., Newton, North Carolina, USA
Schleicher  Schleicher & Schiill, Dassel, Deutschland
Sigma Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Techne Techne LTD, Duxford, Cambridge, Grossbritannien
TherFor Thermo Forma Scientific, Marietta, Ohio, USA
Tomtec Tomtec, Hamden, Conneticut, USA
VWR VWR International, Langenfeld, Deutschland
Waring Waring, New Hartford, USA
Zeiss Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Tabelle 2.14: Entschliisselung der in Tabelle 2.12 und 2.13 verwendeten Herstellerkiirzel.

2.7 Verwendete Losungen

Innerhalb dieser Arbeit wurde eine Reihe von Ldsungen eingesetzt, die nicht in
fertiger Form bezogen, sondern angefertigt wurden. Nachfolgend wird ihre Her-
stellung naher beschrieben, zusatzlich finden sich Angaben zu den optimalen La-
gerungsbedingungen sowie zur jeweiligen Verwendungsdauer, falls diese stark

begrenzt ist.
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2.7 Verwendete Lésungen

Saccharose-Losung, 0,32 M (L1)

109,54 g Saccharose (R1) in 1,0 | Aqua dest. l6sen. Bei 2 — 8 °C lagern.

Tris-HCI-Puffer, 50 mM (L2)

1,51 g Tris (R2) in etwa 200 ml Aqua dest. I6sen und mit Salzsaure (R3) auf pH

7,30 einstellen, dann mit Aqua dest. auf 250,0 ml aufflillen. Bei 2 — 8 °C lagern.

Steriler PBS-Puffer (L3)

Eine Packung PBS-Fertigpulver (R8) in 1,0 | Aqua dest I6sen und unter der Werk-

bank mit Hilfe spezieller Einwedfilter (M8) sterilfiltrieren. Bei 2 — 8 °C lagern.

Luria-Bertani (LB)-Medium, ampicillin-haltig (L4)

12,5 g LB-Medium-Fertigpulver (R11) in 500,0 ml Aqua dest. I6sen und flir 25 Mi-

nuten bei 121 °C autoklavieren. Nach dem Abklihlen 500,0 pl Ampicillin-Lésung

(L5) mit steriler Pipette zugeben. Vor der Verwendung frisch herstellen.

Sterile Ampicillin-Lésung (L5)

750,0 mg Ampicillin-Natrium (R12) in 15,0 ml Aqua dest. I6sen, unter der Werk-

bank mit Hilfe spezieller Einwedfilter sterilfiltrieren und je 550,0 pl in sterile Ep-

pendorf-ReaktionsgefaBe aliquotieren. Bei —20 °C lagern.
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2. Methoden, Materialien, Reagenzien und Lésungen

Sterile Glycerol-Losung, 60 %ig (L6)

30,3 ml 99 %iges Glycerol (R13) mit Aqua dest. auf 50,0 ml aufftillen. Unter der

Werkbank mit Hilfe spezieller Einwedfilter sterilfiltrieren. Bei 2 — 8 °C lagern.

Steriler Tris-EDTA-Puffer, 10 mM (L7)

Etwa 60 ml Aqua dest. vorlegen und darin 29,22 mg EDTA (1 nM, R14) unter Zu-
gabe von Natronlauge (R15) lésen; danach 121,14 mg Tris (10 mM) zugeben und
mit Salzsaure auf pH 8,0 einstellen. Mit Aqua dest. auf 100,0 ml auffillen und un-
ter der Werkbank mit Hilfe spezieller Einwedfilter sterilfiltrieren. Bei 2 — 8 °C la-

gern.

Ethanol-Losung, 70 %ig (L8)

70,14 ml 99,8 %iges Ethanol (R17) mit Aqua dest. auf 100,0 ml auffiillen. Bei 2 —
8 °C lagern.

Na-K-Phosphat-Puffer, 5 mM (L9)

Zur Herstellung einer 50 mM Stammldsung 1,36 g KH,PO4 (10 mM, R20) und 7,12
g Na;HPO4 x 2 H,O (40 mM, R21) in etwa 900 ml Aqua dest. I6sen und mit 1 N
Phosphorsaure (L10) auf pH 7,40 einstellen. Dann mit Aqua dest. auf 1,0 | aufftil-
len und einen Teil dieser Losung mit neun Teilen Aqua dest. verdinnen. Bei 2 — 8

°C lagern.
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2.7 Verwendete Lésungen

Phosphorsaure, 1 N (L10)

2,04 ml 85 %ige Phosphorsaure (R22) mit Aqua dest. auf 100,0 ml aufftllen.

Mg-Phosphat-Tris-Inkubationspuffer (L11)

Bei allen Radioligand-Bindungsstudien, die unter Verwendung von Membransus-
pensionen aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe durchgefiihrt wurden, kam ein
Mg-Phosphat-Tris-Puffer zum Einsatz, der im Versuchsansatz eine Endkonzentrati-
on von 3 mM Mg** und 50 mM Tris-HCI aufwies. Da die Volumen-Anteile des Puf-
fers am Gesamtvolumen des jeweiligen Ansatzes nicht identisch waren (siehe Ta-
bellen 2.2, 2.3 und 2.4), war die Herstellung zweier, unterschiedlich konzentrierter
Mg-Phosphat-Tris-Pufferlésungen notwendig. Die nachfolgend vor dem Trennstrich
genannten Einwaagen beziehen sich auf den Puffer, der im Rahmen von homolo-
gen Kompetitions- bzw. heterologen Interaktionsstudien Verwendung fand, die
dahinter stehenden Einwaagen beziehen sich auf den Puffer bei kinetischen Unter-
suchungen.

177,8 mg/186,8 mg MgHPO4 x 3 H,O (R25) unter Zugabe von Salzsaure in etwa
200 ml Aqua dest. l6sen. AnschlieBend 1,72 g/1,80 g Tris zugeben, mit Salzsaure
auf pH 7,30 einstellen und mit Aqua dest. auf 250,0 ml auffillen. Beide Puffer bei

2 — 8 °C lagern, sie sind nach der Herstellung nur wenige Tage einsetzbar.

Polyethylenimin (PEI)-Losung, 0,25/0,1 %ig (L12/L15)

Beide Losungen wurden ausgehend von einer 1 %igen PEI-Stammldsung herge-
stellt, welche durch Mischung von 20,0 g 50 %igem PEI (R31) mit 980,0 ml Aqua
dest. erhalten wurde. Ein Teil dieser Stammlésung wurde flr die 0,25 %ige PEI-
Ldésung mit drei Teilen Aqua dest. verdinnt, fir die 0,1%ige PEI-L6sung waren es

neun Teile Aqua dest., die zugegeben wurden.
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2. Methoden, Materialien, Reagenzien und Lésungen

Mg-Phosphat-Tris-Spiilpuffer (L13)

130,8 mg MgHPO4 x 3 H,O (3 mM) unter Zugabe von Salzsdure in etwa 200 ml
Aqua dest. I6sen. AnschlieBend 1,51 g Tris (50 mM) zugeben, mit Salzsaure auf
pH 7,30 einstellen und mit Aqua dest. auf 250,0 ml auffillen. Bei 2 — 8 °C lagern,

der Puffer ist nach der Herstellung nur wenige Tage einsetzbar.

Na-K-Phosphat-Inkubationspuffer (L14)

Zur Herstellung einer zehnfach konzentrierteren Stammlésung 1,51 g KH,PO4 und
7,90 g Na;HPO4 x 2 H,0 in etwa 900 ml Aqua dest. I6sen und mit 1 N Phosphor-
saure auf pH 7,40 einstellen. AnschlieBend mit Aqua dest. auf 1,0 | auffiillen und
einen Teil dieser Losung mit neun Teilen Aqua dest. verdiinnen. Bei 2 — 8 °C la-

gern.

2.8 Verwendete Computer-Programme

Nachfolgend sind die Computer-Programme aufgeflihrt, die im Rahmen dieser Ar-

beit benutzt wurden:

ChemWindow® (Version 6.0) zur Darstellung chemischer Strukturformeln (Bio-
Rad Laboratories, Sadtler Division, Philadelphia, USA).

GraphPad InStat® (Version 3.0) zur statistischen Analyse der Messdaten dieser
Dissertationsschrift (GraphPad Software, San Diego, USA).

GraphPad Prism® (Version 3.02) zur Auswertung und graphischen Darstellung
der Messdaten der einzelnen Radioligand-Bindungsstudien (GraphPad Software,
San Diego, USA).
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2.8 Verwendete Computerprogramme

Microsoft Excel® 2000 zur Auswertung der Proteinbestimmungen sowie zur Er-
stellung samtlicher Tabellen dieser Dissertationsschrift (Microsoft Corporation,
Redmond, USA).

Microsoft PowerPoint® 2000 zur Erstellung einiger Abbildungen dieser Disser-

tationsschrift (Microsoft Corporation, Redmond, USA).

Microsoft Word® 2000 zur Erstellung dieser Dissertationsschrift (Microsoft Cor-

poration, Redmond, USA).
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Bindungseigenschaften der Mem-

bransuspensionen aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe

Die Bindungseigenschaften der im Rahmen dieser Arbeit aus Hausschwein-
Herzventrikel-Gewebe hergestellten Membransuspensionen wurden mit Hilfe ho-
mologer Kompetitionsexperimente ermittelt. Die experimentelle Durchflihrung er-
folgte in einem Mg-Phosphat-Tris-Inkubationspuffer bei pH 7,3 und 37 °C gemaB
der in 2.3.2.1.1 erlduterten Methodik. Ziel dieser Experimente war die Bestimmung
der Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten Kp als MaB flir die Affinitat des Radio-
liganden ([3H]NMS bzw. [3H]OxoM) zu freien Rezeptoren sowie die Gesamtzahl
der Bindungsstellen (Bmax) fur den Radioliganden. Die Berechnung der KenngréBen
erfolgte fir Kp nach Cheng und Prusoff (Gleichung 2.12) sowie fiir Bynax nach
DeBlasi (Gleichung 2.14) in Verbindung mit dem Ergebnis der Proteinbestimmung
(siehe Tabelle 2.1).
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3.1 Charakterisierung der Bindungseigenschaften der Membransuspensionen
aus Hausschwein-Herzvenzrikel-Gewebe

Abbildung 3.1 stellt ein reprasentatives Beispiel fiir eine Konzentrations-Bindungs-
Kurve dar, die unter Verwendung von [3H]NMS zustande kam. Sie wurde durch
nichtlineare Analyse der Messdaten nach der ,4-Parameter-logistischen Gleichung"
(Gleichung 2.9) erstellt.
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Z O,
T 500+
i
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e T
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Abbildung 3.1: Konzentrations-Effekt-Kurve eines reprasentativen homologen Kompetitionsexpe-
rimentes zwischen [3H]NMS (0,2 nM) und steigenden Konzentrationen NMS zur Charakterisierung
der Bindungseigenschaften einer Membransuspension aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe in
Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Ordinate: [3H]JNMS-Bindung in dpm/ml; Abszisse:
Logarithmus der molaren NMS-Konzentration. Dargestellt sind die Mittelwerte + deren Standard-
fehler aus drei unabhangigen Experimenten. Das SteigungsmaB ny der Kurve betrug —0,94, es
unterschied sich nicht signifikant von —1 und wurde daher auf diesen Wert festgesetzt. Weitere
Erlduterungen finden sich im Text.

Die Bestimmung der Gesamtbindung als Summe der spezifischen sowie der un-
spezifischen Bindung erfolgte unter Abwesenheit des nicht radioaktiv-markierten
Kompetitors NMS. Mit steigender Konzentration von NMS wurde die orthosterische
Bindungsstelle zunehmend von diesem Kompetitor besetzt, was die spezifische
Radioligand-Bindung kontinuierlich verminderte. Die unspezifische Bindung wurde
unter Einsatz von 1 uM Atropin quantifiziert.

Der Wendepunkt der Kurve in Abbildung 3.1 ist gleichbedeutend mit dem ICso-
Wert und bezeichnet diejenige NMS-Konzentration, bei welcher die anfangliche
spezifische Radioligand-Bindung auf die Halfte reduziert wurde. In diesem Beispiel
belduft sich ICsy auf 0,86 nM, die daraus abgeleiteten Parameter Kp und Bmax
betragen 0,67 nM bzw. 228 fmol/mg Protein, wobei die Verdliinnung der Memb-

ransuspension im Experiment bei der Berechnung von Bnax berlicksichtigt wurde.
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3. Ergebnisse

Die Tabellen 3.1 und 3.2 enthalten, getrennt fiir die verwendeten Radioliganden
[3H]NMS und [3H]OxoM, eine Zusammenstellung der pKp- und Bmax-Werte aller im
Rahmen dieser Arbeit hergestellten Membransuspensionen aus Hausschwein-

Herzventrikel-Gewebe.

Membransuspension pKp Bmax
(Tag der Praparation) [fmol/mg Protein]
24.09.2001 9,35 + 0,08 74+ 6
24.01.2002 9,31 +0,14 51+ 4
20.02.2002 9,24 + 0,02 60 £ 1
13.05.2002 9,31 £ 0,07 48 £ 5
20.06.2002 9,37 £ 0,04 66 + 2
10.07.2002 9,32 £ 0,02 60 £ 6
04.12.2002 9,33 + 0,08 50 £ 3
24.02.2003 7,95 £ 0,04 270
08.05.2003 8,07 £ 0,03 25+ 1
10.06.2003 7,80 £ 0,11 25+ 5
10.06.2003 9,48 + 0,05 51+ 4
27.10.2003 9,26 + 0,07 74 £ 7
Mittelwert + Standardfehler 9,33 £ 0,02 59 + 3

Tabelle 3.1: Zusammenfassung der mittels homologer Kompetitionsexperimente unter Verwen-
dung von [3H]NMS bestimmten Bindungs-Parameter fiir die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten
Membransuspensionen aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH
7,3 und 37 °C. Weitere Erlduterungen finden sich in der Legende zu Tabelle 3.2.

Membransuspension pKp Bmax

(Tag der Praparation) [fmol/mg Protein]
24.02.2003 7,95 £ 0,04 270
08.05.2003 8,07 £ 0,03 25+ 1
10.06.2003 7,80 £ 0,11 25+ 5

Mittelwert + Standardfehler 7,94 £ 0,08 26 £ 1

Tabelle 3.2: Zusammenfassung der mittels homologer Kompetitionsexperimente unter Verwen-
dung von [3H]OxoM bestimmten Bindungs-Parameter fiir die im Rahmen dieser Arbeit hergestell-
ten Membransuspensionen aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei
pH 7,3 und 37 °C.

Das SteigungsmalB ny war bei keinem der in den Tabellen 3.1 und 3.2 zusammengefassten Expe-
rimente signifikant unterschiedlich von —1 (F-Test). Die pKp-Werte wurden nach Cheng & Prusoff
(Gleichung 2.12) ermittelt, die Werte fiir Byax wurden rechnerisch bestimmt nach DeBlasi (Glei-
chung 2.14) und dem Proteingehalt der jeweiligen Membransuspension (Tabelle 2.1). Angegeben
sind die Parameter-Mittelwerte + Standardfehler aus jeweils drei unabhdngigen Experimenten.
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3.2 Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation sowie der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung
an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens

Die gemittelten Bindungs-Parameter betragen fiir die Untersuchungen mit dem
Radioliganden [3H]NMS pKp = 9,33 + 0,02 und Bmax = 59 £ 3 fmol/mg Protein
(Mittelwert £ Standardfehler, n = 9) bzw. pKp = 7,94 £ 0,08 und Bmax = 26 £ 1
fmol/mg Protein (Mittelwert £ Standardfehler, n = 3) fir die Experimente mit
[3H]OxoM.

3.2 Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation sowie der
[3H]NMS-Gleichgewichtsbindung an M,-Rezeptoren des Haus-

schwein-Herzens

Im Rahmen dieser Arbeit wurde neben W84, einem Prototyp-Modulator aus der
Gruppe der Alkan-Bisammonium-Verbindungen, eine Reihe von Silizium-analogen
Verbindungen auf ihre allosterischen Eigenschaften hin untersucht. Deren Einfluss
auf die Dissoziation des Radioliganden [3H]JNMS von M,-Rezeptoren aus Haus-
schwein-Herzventrikel-Gewebe wurde in kinetischen Experimenten gepriift, wobei
jeweils komplette Dissoziationskurven erstellt wurden. Die experimentelle Durch-
fihrung erfolgte jeweils in einem Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C
gemal der in 2.3.2.1.3 erlduterten Methodik.

Die gemessenen Bindungsdaten wurden in Abhangigkeit der Zeit analysiert. Be-
dingt durch die Uberschuss-Zugabe des Kompetitors Atropin wurde eine Reassozi-
ation von bereits abdissoziierten Radioligand-Molekilen verhindert, so dass deren
spezifische Bindung infolge des Zerfalles der Radioligand-Rezeptor-Komplexe zu-
nehmend vermindert wurde.

In Abbildung 3.2 sind beispielhaft einige reprasentative Dissoziationskurven ge-
zeigt, die durch den Einsatz unterschiedlicher Konzentrationen des Modulators
W84 entstanden sind. Die Messpunkte wurden dabei mittels monoexponentieller

Regression analysiert.
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3. Ergebnisse
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Abbildung 3.2: Dissoziationskurven als Ergebnis reprasentativer kinetischer Experimente unter
Verwendung von [3H]NMS (0,2 nM), verschiedenen Konzentrationen des allosterischen Modulators
W84 sowie einer Membransuspension aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe in Mg-Phosphat-
Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Ordinate: [3H]NMS-Gesamtbindung in dpm/ml Versuchsansatz;
Abszisse: Zeit nach Zugabe des Atropin-Alloster-Gemisches als Startpunkt der Dissoziationsmes-
sung in min.

Ein wichtiges Kennzeichen der Dissoziationskurven stellt die Geschwindigkeits-
Dissoziationskonstante k.; (siehe 2.3.1.4) dar. Die k.;-Werte der durch die Einwir-
kung eines Modulators entstandenen Kurven kénnen in Relation zum Zahlenwert
der Kontrollkurve gesetzt und in Abhdngigkeit der Modulator-Konzentration mittels
nicht linearer Regression analysiert werden. Daraus ergibt sich eine Konzentrati-
ons-Effekt-Kurve, wie sie flir W84 in Abbildung 3.3 gezeigt ist. Die in kinetischen
Studien mit Membransuspensionen des Hausschwein-Herzens in Mg-Phosphat-
Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C gemessene mittlere Halbwertszeit der [3H]NMS-
Dissoziation betragt unter Kontrollbedingungen ti; = 2,74 £ 0,09 min, der gemit-
telte Zahlenwert der Geschwindigkeits-Dissoziationskonstanten belduft sich auf k.4
= 0,27 £ 0,01 (Angaben jeweils im Form des Mittelwertes + deren Standardfehler
fir n = 62).

Der in Abbildung 3.3 eingezeichnete pECysdiss-Wert bezeichnet diejenige Modula-
tor-Konzentration, bei welcher die Geschwindigkeit der [3H]NMS-Dissoziation auf
die Halfte des Ausgangswertes in Abwesenheit einer Testsubstanz erniedrigt wur-
de. Diese Konzentration kann auch als ein MaB fir die Affinitat des allosterischen

Modulators zu Orthoster-besetzten Rezeptoren betrachtet werden.
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3.2 Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation sowie der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung
an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens

Das obere Kurvenplateau Max wurde hier, wie bei allen untersuchten Modulatoren,
auf den Zahlenwert von 100 % festgesetzt. Dieses Vorgehen wird dadurch ge-
rechtfertigt, dass es durch den Einsatz sehr kleiner Modulator-Konzentrationen
nicht zu einer Veranderung der [3H]NMS-Dissoziations-Geschwindigkeit im Ver-
gleich zu den Kontrollbedingungen kommen kann. Die Studien, die innerhalb die-
ser Arbeit durchgefiihrt wurden, bestétigen diese Uberlegung. Fiir keine Substanz
konnte mittels F-Test eine signifikante Differenz zwischen einem auf 100 % kon-
stant gesetzten und einem freilaufenden oberen Plateau festgestellt werden.

Bei der Bestimmung des unteren Kurvenplateaus Min wurde hingegen anders ver-
fahren, da sich, auch im Rahmen dieser Arbeit, Beispiele fiir eine komplette wie
auch fir eine unvollsténdige Dissoziationsunterdriickung finden lassen. Mit Hilfe
eines F-Testes wurde fiir jede Kurve Uberpriift, ob die Lage des unteren Plateaus
signifikant von 0 % abweicht. War dies nicht der Fall, so war eine vollstandige Dis-
soziationsverzdgerung des Radioliganden durch den Modulator méglich und das
untere Plateau wurde auf Min = 0 % festgesetzt.

Ahnlich wurde beziiglich des SteigungsmaBes ny der Kurven vorgegangen. Auch
hier wurde mit einem F-Test untersucht, ob sich sein Zahlenwert signifikant von
einem Bezugswert, hier —1, unterscheidet. Ergab der statistische Vergleich keinen

signifikanten Unterschied, wurde der Steigungskoeffizient auf ny = —1 festgesetzt.
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Abbildung 3.3: Konzentrations-Effekt-Kurve von W84 zur Illustration seines Einflusses auf die
Geschwindigkeit der [3H]NMS-Dissoziation. Die ausgefiillten Symbole gehen auf die in Abbildung
3.2 enthaltenen Dissoziationskurven zuriick. Entgegen der sonst verwendeten Darstellungsart sind
zur Illustration der Methodik alle Versuche in Form einzelner Symbole angegeben. Ordinate: Appa-
rente Geschwindigkeitskonstante k_; der [3H]NMS-Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle
in Abwesenheit des Modulators; Abszisse: dekadischer Logarithmus der molaren W84-Konzentra-
tion. Weitere Erlauterungen finden sich im Text.
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3. Ergebnisse

Der Einfluss verschiedener allosterischer Modulatoren auf die Gleichgewichtsbin-
dung des Radioliganden [3H]NMS an M,-Rezeptoren aus Hausschwein-Herzventri-
kel-Gewebe wurde mit Hilfe heterologer Interaktionsexperimente untersucht. Die
experimentelle Durchflihrung erfolgte jeweils in einem Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei
pH 7,3 und 37 °C gemaB der in 2.3.2.1.2 erlauterten Methodik.

Die gemessenen Bindungsdaten wurden in Abhangigkeit des dekadischen Loga-
rithmus der Modulator-Konzentration unter Verwendung des terndaren Modells al-
losterischer Interaktion (Gleichung 2.17) analysiert. Mit Hilfe des Wendepunktes
der sigmoiden Konzentrations-Effekt-Kurve heterologer Interaktionsexperimente
(vergleiche Abbildung 1.2) kann die Affinitat pKa des Modulators zu freien Rezep-
toren errechnet werden. Dies ist bei neutral kooperativen Modulatoren nicht mog-
lich, Ka wird hier anhand des Quotienten ECy sqiss/ac berechnet (siehe 2.3.1.3). Ne-
ben dem pKa-Wert wurde auch der Kooperativitdtsfaktor o fiir jeden Modulator
bestimmt.

Fir jeden allosterischen Modulator wurde anhand von Gleichung 2.15 diejenige
fraktionelle Rezeptorbesetzung Bf p mit [3H]NMS berechnet, die sich unter Ver-
wendung hoher Substanz-Konzentrationen einstellt. Damit sollte geprift werden,
ob bei positiv kooperativen Modulatoren der Anstieg der [3H]NMS-Bindung die
maximal mogliche fraktionelle Rezeptorbesetzung von 100 % nicht Ubersteigt.
Dies war in allen entsprechenden Experimenten der Fall.

Zudem wurde fiir jede Testsubstanz die Ubereinstimmung der Befunde aus hete-
rologen Interaktionsstudien mit denen kinetischer Untersuchungen unter dem As-
pekt des Kooperativitdtsmodells Uberprift. Danach misste das Produkt o = Ka
identisch sein mit ECos4iss, die beide ein MaB fur die Affinitdt des Modulators zu
[3H]NMS-besetzten Rezeptoren darstellen. Fir die innerhalb dieser Arbeit geteste-
ten Verbindungen belduft sich die groBte gefundene Differenz zwischen p(a - Ka)
und pECosdiss auf 0,46 (TD22), so dass die Ergebnisse aus den beiden Arten von

Radioligand-Bindungsstudien jeweils in gutem Einklang zueinander stehen.
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3.2 Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation sowie der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung
an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens

3.2.1 Unsubstituierte Modulatoren

Vor der Untersuchung systematisch veranderter Verbindungen wurden zundachst
die Eigenschaften der Substanzen W84 und TD2 ermittelt. Bei W84 handelt es sich
um den bekanntesten Vertreter der Alkan-Bisammonium-Verbindungen. Die Effek-
te beider Verbindungen sind bereits gut bekannt, so dass an dieser Stelle nur eine
verminderte Anzahl unabhdngiger Experimente durchgefiihrt wurde, um zu prifen,
ob die Befunde denjenigen der Voruntersucher entsprechen.

Der Einfluss von W84 und TD2 auf die [3H]NMS-Dissoziation ist in Abbildung 3.4
sowie Tabelle 3.3 dargestellt, die konzentrationsabhangigen Modulator-Effekte auf
die Gleichgewichtsbindung des Radioliganden kdnnen Abbildung 3.5 und Tabelle

3.4 entnommen werden.
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Abbildung 3.4: Konzentrations-Effekt-Kurven von W84 und TD2 zur Illustration ihres Einflusses
auf die Geschwindigkeit der [3H]NMS-Dissoziation an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens in
Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante k.;
der [3H]NMS-Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesenheit des Modulators;
Abszisse: dekadischer Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration. Dargestellt sind die Mit-
telwerte + deren Standardfehler aus zwei bis drei unabhdngigen Experimenten.
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3. Ergebnisse

Untersuchter Min
ECo 54i n
Modulator e H [%]
W8g4 5,99 + 0,07 -1,01 £ 0,18™ 2,2 £10,2™
6’735, p<0,01 _ _
D2 0,99 3,3

(6,70; 6,77)  (-0,99™; -0,99™)  (-3,5™; -3,2™)

Tabelle 3.3: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.4 ermittelte Parame-
ter. ™: Nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu —1 bzw. des unteren Kurvenpla-
teaus Min zu 0 % (F-Test), daher erfolgte die Kurvenanpassung fiir die pECy sqiss-Bestimmung mit
ny = -1 und Min = 0 % ; °: Signifikanter Unterschied des pECy sqiss-Wertes von TD2 zu dem von
W84 (ungepaarter t-Test). Angegeben sind die Mittelwerte = deren Standardfehler aus drei unab-
héngigen Experimenten oder der Mittelwert mit den zugrundeliegenden Einzelwerten aus zwei
unabhdngigen Experimenten.

Beide in Abbildung 3.4 gezeigten Konzentrations-Effekt-Kurven in einander hin-
sichtlich ihrer Steilheit und der Lage des unteren Plateaus sehr dhnlich. Die kur-
venbeschreibenden KenngréBen ny und Min weichen jeweils nicht von der ange-

nommenen Parameter-GroBe —1 bzw. 0 % ab.
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Abbildung 3.5: Konzentrations-Effekt-Kurven von W84 und TD2 zur Illustration ihres Einflusses
auf die Gleichgewichtsbindung von [3H]NMS an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens in Mg-
Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Ordinate: Spezifische [3H]JNMS-Bindung in Prozent
bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz; Abszis-
se. dekadischer Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration. Angegeben sind die Mittelwer-
te £ deren Standardfehler aus drei unabhdngigen Experimenten.
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3.2 Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation sowie der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung
an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens

Untersuchter Brp p(aKa) -
pKa pa
Modulator [°/o] PECo,54iss
W84 6,17 £ 0,02 -0,46 + 0,01 14,1 -0,28
TD2 6,18 £ 0,01" P=068 30 £ 0,025P<001 429 -0,25

Tabelle 3.4: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.5 sowie der
PEC saiss-Werte aus Tabelle 3.3 ermittelte Parameter. Br p: Fraktionelle Rezeptorbesetzung mit
[3H]NMS im Plateaubereich der Kurve bei hohen Modulator-Konzentrationen; *™: Signifikan-
ter/nicht signifikanter Unterschied der betreffenden KenngréBe von TD2 zu derjenigen von W84
(ungepaarter t-Test). Fir pKa und pa sind die Mittelwerte £ deren Standardfehler aus drei unab-
haéngigen Experimenten angegeben.

In den letzten Jahren wurden wiederholt Befunde von Radioligand-Bindungsstu-
dien mit W84 und TD2 an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens in Mg-
Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C veréffentlicht, weshalb sich ein statisti-
scher Vergleich mit diesen Daten anbietet (siehe Tabellen 3.5 bis 3.8).

Die im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Affinitdten von W84 und TD2 zu
[3H]NMS-besetzten Rezeptoren stehen in Einklang mit den Befunden anderer Au-
toren. Ein Vergleich mit diesen ergibt lediglich marginale Differenzen, die in kei-
nem Fall das Niveau der statistischen Signifikanz erreichen.

Beziiglich der Affinitat zu freien Rezeptoren sowie der Kooperativitat mit [3H]NMS
finden sich zumeist gute Ubereinstimmungen. Der signifikante Unterschied zwi-
schen dem pKa-Wert von W84 dieser Arbeit und demjenigen von Raasch (2003)
(siehe Tabelle 3.7) kann nicht auf eine unterschiedliche Zersetzungsrate von W84
wahrend der Inkubationszeit zurlickgeflihrt werden, da dieser Zeitraum bei beiden
Arbeiten identisch war. Moglicherweise ist flr diese signifikante Affinitdts-Differenz
die Tatsache verantwortlich, dass der Inkubationspuffer bei Raasch im Vergleich
zu allen anderen Arbeiten, einschlieBlich dieser Dissertationsschrift, eine etwa um
10 % verminderte Ionenstarke aufwies; anstatt 3 mM MgHPO,4 x 3 H,O enthielt er
2,6 mM und anstatt 50 mM Tris-HCI waren es nur 45 mM.

Zusatzlich ergibt sich eine signifikante Differenz zwischen dem pa-Wert von TD2
dieser Arbeit und derjenigen von Duda-Johner (2002) (siehe Tabelle 3.8).
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3. Ergebnisse

S Ol PECosaiss (W84) Versuchszahl
Diese Arbeit 5,99 + 0,07 3
Mohr (2004) 5,87 + 0,08 P=032 3
Muth et al. (2003) 5,87 + 0,06™ P=02> 4
Raasch (2003) 6,00 + 0,07 P=0:%2 3
Daiss et al. (2002) 6,00 + 0,06 P=0%2 3
Duda-Johner (2002) 6,08 + 0,07 P=0% 6
Botero Cid et al. (2000) 5,85 + 0,05" P=0:18 n. ang.
Nassif-Makki et al. (1999) 5,85 + 0,06" P=018 n. ang.

Tabelle 3.5: Gegenuberstellung der im Zuge dieser Arbeit ermittelten Affinitat pECo sqiss VOn W84
zu [3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH
7,3 und 37 °C mit den Befunden anderer Autoren. n. ang.: In der entsprechenden Literaturquelle
wurden keine Angaben zu der Zahl unabhangiger Versuche gemacht. Angegeben sind die Mittel-
werte * deren Standardfehler.

Literaturquelle PECo,sdiss (TD2) Versuchszahl
Diese Arbeit 6,73 (6,70; 6,77) 2
Daiss et al. (2002) 6,72 + 0,08" P=02 3
Duda-Johner (2002) 6,72 + 0,06" P=0:°2 6

Tabelle 3.6: Gegentiberstellung der im Zuge dieser Arbeit ermittelten Affinitét pECq sqiss vOn TD2
zu [3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH
7,3 und 37 °C mit den Befunden anderer Autoren. ™: Nicht signifikanter Unterschied des betref-
fenden pEC, sqiss-Wertes zu demjenigen dieser Arbeit. Angegeben sind die Mittelwerte + deren
Standardfehler oder der Mittelwert mit den zugrundeliegenden Einzelwerten.

Literatur- PKa pa Versuchs-
Quelle (W84) (W84) zahl
Diese Arbeit 6,17 £ 0,02 -0,46 + 0,01 3
Mohr (2004) 6,43 = 0,16™ P=02W) .0 45 + 04" P=082 3
Muth et al. (2003) 6,19 + 0,13 P=08W) _g 47 + 0,06" P=0.88(W) 4
Raasch (2003) 6,53 + 0,02%P<001 .0 48 + 0,02" P=042 3
Daiss et al. (2002) 6,41 + 0,18 P=04%W) _g 53 + (,17" P=0.75(W) 2
Duda-Johner (2002) 6,43 + 0,26™ P=04W) _g 51 + (,02"s P=0.09 3

Tabelle 3.7: Gegeniiberstellung der im Zuge dieser Arbeit ermittelten Affinitat pK, von W84 zu
freien M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens sowie des Kooperativitatsfaktors po. mit [3H]NMS
in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C mit den Befunden anderer Autoren. ¥": Signifi-
kanter/nicht signifikanter Unterschied des betreffenden Parameterwertes zu demjenigen dieser
Arbeit (ungepaarter t-Test, fir den Fall statistisch ungleicher Standardfehler wurde eine Korrektur
nach Welch (W) hinzugenommen). Angegeben sind die Mittelwerte + deren Standardfehler.
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3.2 Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation sowie der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung
an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens

Literatur- PKa pa Versuchs-
Quelle (TD2) (TD2) zahl
Diese Arbeit 6,18 + 0,01 0,30 £ 0,02 3
Daiss et al. (2002) 6,46 + 0,14 P=014W) 0 36 + 0,03" P=019 4
Duda-Johner (2002) 6,40 + 0,14" P=0.26(W) g 46 + 0,045 P=0.02 3

Tabelle 3.8: Gegeniiberstellung der im Zuge dieser Arbeit ermittelten Affinitat pK, von TD2 zu
freien M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens sowie des Kooperativitatsfaktors pa mit [3H]NMS
in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C mit den Befunden anderer Autoren. ¥™: Signifi-
kanter/nicht signifikanter Unterschied des betreffenden Parameterwertes zu demjenigen dieser
Arbeit (ungepaarter t-Test, fir den Fall statistisch ungleicher Standardfehler wurde eine Korrektur
nach Welch (W) hinzugenommen). Angegeben sind die Mittelwerte + deren Standardfehler.

W84 und TD2 weisen einen identischen pKa-Wert auf, die pECosdiss-Werte unter-
scheiden sich hingegen deutlich voneinander. Im Vergleich zu W84 ist die Kon-
zentrations-Effekt-Kurve von TD2 fir die [3H]NMS-Dissoziationsverzdgerung ge-
kennzeichnet durch eine Parallelverschiebung um etwa eine dreiviertel Dekade in
den Bereich hoherer Affinitdt zum [3H]NMS-besetzten Rezeptor. Diese signifikante
Differenz zwischen den pEC, sqiss-Werten ist fir die gegenldufige Beeinflussung der
[3H]NMS-Gleichgewichtsbindung verantwortlich. Die Affinitdt von W84 zu NMS-
besetzten Rezeptoren ist kleiner als diejenige zu freien Rezeptoren, weshalb sich
W84 negativ kooperativ verhdlt. Bei TD2 ist das Affinitatsverhaltnis entgegenge-
setzt, dieser Modulator ist daher durch eine positive Kooperativitat gekennzeich-
net. Der Austausch eines quartaren Stickstoffes in W84 gegen ein Silizium-Atom in

TD2 reicht somit flr eine Kooperativitatsumkehr aus.

3.2.2 Methylphthalimid-substituierte Silizium-haltige Modulatoren

Ausgehend von TD2, der Stammverbindung aller Silizium-haltigen Verbindungen,
wurden die Auswirkungen verschiedener Strukturmodifikationen auf die allosteri-
schen Eigenschaften untersucht. Die geringste Form der Variation war eine Methy-
lierung, wie sie von Daiss auch an Position 5 der lateralen aromatischen Systeme
vorgenommen wurde. Dies betraf entweder die Ammonium-Seite (TD12), die Sili-
zium-Seite (TD21) oder beide Molekil-Seiten zugleich (TD17).
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3. Ergebnisse

Uber die Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation durch diese Modulatoren gibt
Abbildung 3.6 in Verbindung mit Tabelle 3.9 Auskunft. In Abbildung 3.7 und Ta-
belle 3.10 sind die Affinitdten zu freien Rezeptoren sowie deren Kooperativitat mit
dem Radioliganden [3H]NMS dargestellt.
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Abbildung 3.6: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD12, TD21 und TD17 zur Illustration ihres
Einflusses auf die Geschwindigkeit der [3H]NMS-Dissoziation an M,-Rezeptoren des Hausschwein-
Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Die Ausgangsverbindung TD2 ist zum
Zweck des Vergleiches mit aufgefiihrt. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante k.; der
[3H]NMS-Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesenheit des Modulators; Abszis-
se. dekadischer Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration. Dargestellt sind die Mittelwerte
* deren Standardfehler aus zwei bis vier unabhangigen Experimenten.

Untersuchter Min
ECo 54i n

Modulator A H [%]

D2 6,73 -0,99 -3,3

(6,70; 6,77) (-0,99"; -0,99"™)  (-3,5™; -3,2")
TD12 6,56 + 0,06™%P=01% 1 19 + 0,05" -4,7 £ 6,3
TD21 6,90 = 0,06">P=01% .0 86 + 0,06" 0,1 +8,2"™
TD17 6,79 £ 0,03"%P=031 1 05 + 0,08" -3,0 £ 3,6™

Tabelle 3.9: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.6 ermittelte Parame-
ter. "™: Nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu —1 bzw. des unteren Kurvenpla-
teaus Min zu 0 % (F-Test); "2: Nicht signifikanter Unterschied des betreffenden PECo saiss-Wertes
zu demjenigen von TD2 (ungepaarter t-Test). Angegeben sind die Mittelwerte + deren Standard-
fehler aus vier unabhangigen Experimenten oder der Mittelwert mit den zugehdrigen Einzelwerten
aus zwei unabhangigen Experimenten.
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3.2 Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation sowie der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung
an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens

Die allosterischen Modulatoren TD12, TD17 und TD21 gehen, wie auch TD2, ver-
mutlich eine einfache, dem Massenwirkungsgesetz gehorchende Interaktion mit
Antagonist-besetzten Rezeptoren ein, da bei ihnen weder eine ungewdhnliche
Steilheit der Konzentrations-Effekt-Kurve noch ein signifikant erhdhtes unteres
Kurvenplateau festgestellt werden kann. Die verschiedenen Kurven unterscheiden
sich lediglich durch eine Parallelverschiebung.

Eine ein- oder beidseitige Methylierung der lateralen Phthalimid-Ringe bewirkt nur
geringfligige, statistisch nicht signifikante Veranderungen der Affinitét zu besetz-
ten Rezeptoren, die allerdings systematisch zu sein scheinen. Durch die Methylie-
rung des endstandigen aromatischen Systems auf der Silizium-Seite (TD21) lasst
sich vermutlich ein leichter Affinitats-Gewinn erzielen, einen Affinitats-Verlust ahn-
licher GréBenordnung bewirkt offenbar die Einflhrung einer Methyl-Gruppe auf
der gegeniiberliegenden Ammonium-Seite (TD12). Werden beide Modifikationen
zugleich vorgenommen, heben sich die Effekte anscheinend auf, denn der

PECo sdiss-Wert von TD17 entspricht recht genau demjenigen von TD2.
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Abbildung 3.7: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD12, TD21 und TD17 zur Illustration ihres
Einflusses auf die Gleichgewichtsbindung von [3H]NMS an M,-Rezeptoren des Hausschwein-
Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Die Ausgangsverbindung TD2 ist zum
Zweck des Vergleiches mit aufgefiihrt. Ordinate: Spezifische [3H]JNMS-Bindung in Prozent bezogen
auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz; Abszisse: dekadi-
scher Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration. Angegeben sind die Mittelwerte = deren
Standardfehler aus drei bis vier unabhangigen Experimenten.
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3. Ergebnisse

Untersuchter Brp p(aKa) -
pKa pa .

Modulator [%] PECo,sdiss
D2 6,18 + 0,01 0,30 £ 0,02 42,9 -0,25
TD12 6,30 £ 0,112 P=038W) 24 + ,0275%P=012 448 -0,02
TD21 6,30 £ 0,10"% P=031W) 53 + 0,025 P<001 541 -0,07
TD17 6,28 + 0,04 P=008W) 43 £ 0,025 P<001 1531 -0,08

Tabelle 3.10: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.7 sowie der
PECo saiss-Werte aus Tabelle 3.9 ermittelte Parameter. B: p: Fraktionelle Rezeptorbesetzung mit
[3H]NMS im Plateaubereich der Kurve bei hohen Modulator-Konzentrationen; "2 Signifikan-
ter/nicht signifikanter Unterschied der betreffenden KenngréBe zu derjenigen von TD2 (ungepaar-
ter t-Test, fir den Fall statistisch ungleicher Standardfehler wurde eine Korrektur nach Welch (W)
hinzugenommen). Fir pKy und pa sind die Mittelwerte = deren Standardfehler aus drei bis vier
unabhdngigen Experimenten angegeben.

Die Affinitat zu freien Rezeptoren wird durch die verschiedenen Formen der end-
standigen Methylierung nicht signifikant verandert.

Wie die Ausgangsverbindung TD2 weisen alle lateral mono- und dimethylierten
Substanzen eine ausgepragte Bindungsforderung auf, die zum Teil signifikant von
TD2 abweicht. Bei genauerer Betrachtung lasst sich in Abhangigkeit der Position
der Methylierung ein Muster fir die Veranderung des pa-Wertes erkennen. Im
Vergleich zu TD2 scheint eine Methylierung der Ammonium-Seite (TD12) das
AusmalB der positiven Kooperativitdt zu vermindern, auch wenn der Unterschied
nicht signifikant ist. Demgegenlber erhoht die analoge Strukturvariation auf der
Silizium-Seite (TD21) die Kooperativitat signifikant. Der pa-Wert der beidseitig
methylierten Verbindung TD17 ist ebenfalls signifikant hdher ist als derjenige von
TD2.

3.2.3 Zwischenketten-methylierte Silizium-haltige Modulatoren

Mit TD23 und TD24 wurden zwei weitere monomethylierte Verbindungen unter-
sucht. In TD23 befindet sich die zusatzliche Methylgruppe am mittleren Kohlen-
stoff-Atom der Propyl-Zwischenkette auf der Ammonium-Seite des Molekiils, in
TD24 wurde die analoge Position auf der Silizium-Seite substituiert. Bedingt durch
diese Variation entstanden jeweils optisch aktive Verbindungen, die als Racemate

zum Einsatz kamen (siehe 2.5.2.1).
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3.2 Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation sowie der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung
an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens

Die gefundenen Einfliisse von TD23 und TD24 auf die [3H]NMS-Dissoziation sind
in Abbildung 3.8 sowie in Tabelle 3.11 zusammengefasst, die Wirkungen auf die
Radioligand-Gleichgewichtsbindung sind in Abbildung 3.9 sowie Tabelle 3.12 ge-
zeigt.
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Abbildung 3.8: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD23 und TD24 zur Illustration ihres Einflusses
auf die Geschwindigkeit der [3H]NMS-Dissoziation an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens in
Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Die Ausgangsverbindung TD2 ist zum Zweck des
Vergleiches mit aufgefihrt. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante k.; der [3H]NMS-
Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesenheit des Modulators; Abszisse: deka-
discher Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration. Dargestellt sind die Mittelwerte + de-
ren Standardfehler aus zwei bis vier unabhangigen Experimenten.

Untersuchter Min
Modulator S i [%]
D2 6,73 -0,99 -3,3
(6,70; 6,77) (-0,99"; -0,99™)  (-3,5™; -3,2")
TD23 6,72 + 0,05"%P=088 4 03 + 0,13" -2,9 £ 6,8™
TD24 6,34 £ 0,035 P<001 .1 36 +0,13° 4,2 +8,38"™

Tabelle 3.11: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.8 ermittelte Para-
meter. ¥™: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu —1 bzw. des unte-
ren Kurvenplateaus Min zu 0 % (F-Test); ¥™2: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied des
betreffenden pEC,sqss-Wertes zu demjenigen von TD2 (ungepaarter t-Test). Angegeben sind die
Mittelwerte + deren Standardfehler aus vier unabhdngigen Experimenten oder der Mittelwert mit
den zugrundeliegenden Einzelwerten aus zwei unabhangigen Experimenten.
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3. Ergebnisse
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Abbildung 3.9: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD23 und TD24 zur Illustration ihres Einflusses
auf die Gleichgewichtsbindung von [3H]NMS an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens in Mg-
Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Die Ausgangsverbindung TD2 ist zum Zweck des Ver-
gleiches mit aufgefiihrt. Ordinate: Spezifische [3H]NMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezi-
fische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz; Abszisse: dekadischer Loga-
rithmus der molaren Modulator-Konzentration. Angegeben sind die Mittelwerte + deren Standard-
fehler aus drei unabhangigen Experimenten.

Untersuchter Brp  p(aKa) -
PKa Pa
Modulator [%] PECo,sdiss
D2 6,18 £ 0,01 0,30 £ 0,02 429  -0,25

TD23 6,11 £ 0,07"% P=047(W) o 78 + 0,02"% P=067 38 7 -0,33
TD24 6,33 £ 0,035 P<001 001 £ 0,035% P00 266 0,00

Tabelle 3.12: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.9 sowie der
PECo saiss-Werte aus Tabelle 3.11 ermittelte Parameter. Aufgrund der neutralen Kooperativitat er-
folgte die pKa-Bestimmung von TD24 anhand des Zusammenhanges Ka = ECgsdiss/a (Siehe
2.3.1.3). Bsp: Fraktionelle Rezeptorbesetzung mit [3H]NMS im Plateaubereich der Kurve bei ho-
hen Modulator-Konzentrationen; $¥"2; Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied der betreffen-
den KenngréBe zu derjenigen von TD2 (ungepaarter t-Test, fiir den Fall statistisch ungleicher
Standardfehler wurde eine Korrektur nach Welch (W) hinzugenommen). Fir pK, und pa sind die
Mittelwerte £+ deren Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten angegeben.

Das Bindungsverhalten von TD23 an [3H]NMS-besetzten Rezeptoren scheint auf-
grund der normalen Kurvensteilheit dem Massenwirkungsgesetz zu gehorchen. Im
Gegensatz dazu weicht das SteigungsmaB der TD24-Kurve signifikant von —1 ab,
so dass dieser Modulator vermutlich in komplexer Art mit dem Rezeptorprotein

interagiert.
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3.2 Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation sowie der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung
an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens

Samtliche Modulator-Eigenschaften der auf der Ammonium-Seite methylierten
Verbindung TD23 entsprechen denen von TD2. Sowohl die Affinitdten zu besetz-
ten als auch die zu freien Rezeptoren differieren um weniger als 0,1 Dekaden,
weshalb beide Verbindungen eine gleich stark ausgepragte positive Kooperativitat
aufweisen.

In Vergleich dazu ergeben sich bei TD24 deutliche Unterschiede. Gegeniliber TD2
ist der pECo sdiss-Wert signifikant um annahernd 0,4 Dekaden erniedrigt und der
pKa-Wert ist signifikant um rund 0,15 Dekaden erhdht. Die [3H]NMS-Gleichge-
wichtsbindung wird durch TD24 nicht verandert, der Modulator verhalt sich neutral
kooperativ. Bei dieser Art von Kooperativitat ist o« = 1 und aus dem Zusammen-
hang ,a - Ka = ECosdiss’ ergibt sich daher ,Ka = ECosdiss - Dieser Modulator besitzt
also eine identische Affinitat zu Antagonist-besetzten wie zu freien Rezeptoren.

Bei der Betrachtung der experimentellen Ergebnisse von TD23 und TD24 ist zu
beriicksichtigen, dass es sich bei beiden um optisch aktive Verbindungen handelt,
die als Racemat zum Einsatz kamen. Es ist denkbar, dass sich die jeweiligen Enan-

tiomere in ihren Wirkungen unterscheiden.

3.2.4 Naphthalimid-substituierte Silizium-haltige Modulatoren

Im Zuge schrittweiser Veranderungen des TD2-Grundkdrpers wurden auch Ver-
bindungen untersucht, bei welchen die laterale Modifikation lber die GréBe einer
Methylierung hinaus ging. Dabei wurde von Daiss (2004) die Phthalimid-Gruppe
gegen einen Naphthalimid-Substituenten ausgetauscht, was wiederum auf der
Ammonium-Seite (TD15), auf der Silizium-Seite (TD16) oder auf beiden Molekiil-
seiten (TD14) durchgeflihrt wurde.

Die Ergebnisse der Untersuchungen dieser Substanzen kénnen den Abbildungen
3.10 und 3.11 sowie den Tabellen 3.13 und 3.14 enthommen werden.

Die Konzentrations-Effekt-Kurven flir die [3H]NMS-Dissoziationsverzégerung aller
ein- oder beidseitig Naphthalimid-substituierten Verbindungen sind charakterisiert
durch ein unteres Plateau, welches dem Wert Min = 0 % entspricht. Ungeachtet
einer moglichen Veranderung des endstandigen Aromaten der Ammonium-Halfte

bewirkt die Einfliihrung einer Naphthalimid-Gruppe auf der Silizium-Seite eine sig-
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3. Ergebnisse

nifikante Zunahme der Kurvensteilheit, weshalb im Gegensatz zu TD15 fir TD14
und TD16 ein komplexes Bindungsverhalten wahrscheinlich erscheint.

Die im Vergleich zu TD2 vorgenommene strukturelle Modifikation wirkt sich deut-
lich auf das Volumen des lateralen Substituenten aus, eine signifikante Verande-
rung der Affinitat zu [3H]JNMS-besetzten Rezeptoren zieht dies jedoch nicht nach
sich. Dennoch scheinen die Veranderungen regelhaft zu sein. Erfolgt die VergréBe-
rung auf der Ammonium-Seite (TD15), so scheint sich der Wendepunkt der Kon-
zentrations-Effekt-Kurve um rund 0,2 Dekaden in Richtung des niederaffinen Be-
reiches zu verschieben, andernfalls (TD16) wird anscheinend ein Affinitdts-Gewinn
von etwa 0,1 Dekaden erzielt. Fiir den Fall einer symmetrischen Modifikation des
Modulator-Molekiils addieren sich beide Veranderungen recht genau, die Affinitat
von TD14 zu Antagonist-besetzten Rezeptoren scheint im Vergleich zu TD2 um
etwa 0,1 Dekaden abgenommen zu haben. Fiir die gemessenen Affinitats-
Veranderungen deutet sich demnach eine Abhangigkeit von der derivatisierten
Molekilhalfte an, wofilr auch der signifikante Unterschied zwischen den pECg sgiss-
Werten von TD15 und TD16 (p < 0,01; ungepaarter t-Test) spricht.
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Abbildung 3.10: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD15, TD16 und TD14 zur Illustration ihres
Einflusses auf die Geschwindigkeit der [3H]JNMS-Dissoziation an M,-Rezeptoren des Hausschwein-
Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Die Ausgangsverbindung TD2 ist zum
Zweck des Vergleiches mit aufgefihrt. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante k; der
[3H]NMS-Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesenheit des Modulators; Abszis-
se: dekadischer Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration. Dargestellt sind die Mittelwerte
+ deren Standardfehler aus zwei bis flinf unabhangigen Experimenten.

80



3.2 Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation sowie der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung
an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens

Untersuchter Min
ECo 54i n

Modulator e H [%]

D2 6,73 -0,99 -3,3

(6,70; 6,77) (-0,99"; -0,99™)  (-3,5"; -3,2™)
TD15 6,59 + 0,05"%P=016 1 03 + 0,13" -1,5+ 7,0
TD16 6,84 + 0,03"%P=099 132 +0,11° -1,0 + 4,9™
TD14 6,67 £ 0,06"%P=05  _1 57 + 0,30° -0,7 £ 10,4™

Tabelle 3.13: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.10 ermittelte Pa-
rameter. ¥™: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu =1 bzw. des
unteren Kurvenplateaus Min zu 0 % (F-Test); "% Nicht signifikanter Unterschied des betreffenden
PECo saiss-Wertes zu demjenigen von TD2 (ungepaarter t-Test). Angegeben sind die Mittelwerte +
deren Standardfehler aus vier bis flinf unabhdngigen Experimenten oder der Mittelwert mit den
zugrundeliegenden Einzelwerten aus zwei unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 3.11: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD15, TD16 und TD14 zur Illustration ihres
Einflusses auf die Gleichgewichtsbindung von [3H]NMS an M,-Rezeptoren des Hausschwein-
Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Die Ausgangsverbindung TD2 ist zum
Zweck des Vergleiches mit aufgefiihrt. Ordinate: Spezifische [3H]JNMS-Bindung in Prozent bezogen
auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz; Abszisse: dekadi-
scher Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration. Angegeben sind die Mittelwerte + deren
Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten.
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3. Ergebnisse

Untersuchter oKa - Bir p(oKa) -
Modulator [°/o] PECo,sdiss
TD2 6,18 £ 0,01 0,30 £ 0,02 42,9 -0,25

TD15 6,51 £ 0,075% P=004W) 0 13 + 0,015% P<0.01 35,8 0,05
TD16 5,81 £ 0,11"% P=008W) g 91 + (0,122 P=004W)  7¢ g8 -0,12
TD14 4,62 + 0,40 P=0.06(W) 1 87 4 ,37"% P>005W) 97 4 -0,18

Tabelle 3.14: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.11 sowie der
PECo saiss-Werte aus Tabelle 3.13 ermittelte Parameter. Bt p: Fraktionelle Rezeptorbesetzung mit
[3H]NMS im Plateaubereich der Kurve bei hohen Modulator-Konzentrationen; "2 Signifikan-
ter/nicht signifikanter Unterschied der betreffenden KenngréBe zu derjenigen von TD2 (ungepaar-
ter t-Test, fir den Fall statistisch ungleicher Standardfehler wurde eine Korrektur nach Welch (W)
hinzugenommen). Fiir pK, und pa sind die Mittelwerte + deren Standardfehler aus drei unabhan-
gigen Experimenten angegeben.

Die Substitution der Phthalimid-Gruppen durch Naphthalimid-Reste beeinflusst den
Effekt auf die [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung deutlich (pa. in Tabelle 3.14). Die
Modifikation an der Ammonium-Seite (TD15) des Molekiils bewirkt eine signifikan-
te Erhdhung des pKa-Wertes von etwa 0,3 Dekaden. Aufgrund dieser Veranderung
sowie der im Vergleich zu TD2 geringfligigen Abnahme der Affinitat zum Antago-
nist-besetzten Rezeptor (pECysdiss in Tabelle 3.13) schwacht sich die positive Ko-
operativitat etwas ab. Wesentlich starker wird die Kooperativitat durch die analoge
Variation auf der gegenliberliegenden Silizium-Seite (TD16) verandert. Der pKa-
Wert dieses Modulators scheint um annahernd 0,4 Dekaden abzunehmen, was vor
dem Hintergrund eines nahezu unveranderten pEC, sqiss-Wertes die Steigerung der
positiven Kooperativitat erklart. Eine starke Bindungsférderung kennzeichnet auch
TD14, wo beide lateralen aromatischen Systeme vergréBert sind. Aufgrund einer
recht groBen Streuung unterscheidet sich der pa-Wert dieses Modulators jedoch
nicht signifikant von demjenigen von TD2.

Aufgrund der starken positiven Kooperativitat von TD14 wird dessen Konzentrati-
ons-Effekt-Kurve in Abbildung 3.11 zum (berwiegenden Teil von der Modulator-
Affinitat zu [3H]NMS-besetzten Rezeptoren bestimmt, was die Ableitung der Affini-
tat zu freien Rezeptoren stark erschwert. Die Angabe des pKa-Wertes ist deshalb
nur mit groBer Streuung und geringer Sicherheit mdglich (siehe Tabelle 3.14).

Mit dem Ziel einer genaueren Bestimmung der Affinitdt von TD14 zu freien Rezep-

toren wurden heterologe Interaktionsstudien mit dem Muskarin-Rezeptor-
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3.2 Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation sowie der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung
an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens

Agonisten [3H]OxoM durchgeflihrt, wie sie in 2.3.2.1.2 beschrieben wurden. Zwi-
schen diesem Radioliganden und den Silizium-haltigen Verbindungen kdnnen sich
offenbar kaum ternare Komplexe ausbilden (GroBmudiller, 2003), so dass die Be-
stimmung der Affinitat zu freien Rezeptoren nicht durch die Anlagerung von TD14
an OxoM-besetzte Rezeptoren erschwert wird. Unter der Vorstellung, dass die Be-
setzung der allosterischen Bindungsstelle an Orthoster-freien Rezeptoren die Asso-
ziation von orthosterischen Agonisten und Antagonisten gleichermaBen hemmt,
sollte die Affinitat des Allosters zum freien Rezeptor auch mit einem Radioago-
nisten wie [3H]OxoM erfassbar sein.

In diese Untersuchungsreihe wurden neben TD14 die strukturverwandten Verbin-
dungen TD15 und TD16 eingeschlossen. TD2 wurde zusatzlich als Kontrollsub-
stanz zu Uberpriifung der Methodik verwendet, da der mit [3H]JNMS bestimmte
pKa-Wert von TD2 aufgrund der nicht allzu ausgepragten positiven Kooperativitat
zwischen diesen beiden Liganden plausibel erscheint. Da die eingesetzten Reakti-
onspartner vermutlich keine ternaren Komplexe eingehen, war eine Datenanalyse
des allosterischen Modells nicht mdglich. Es wurde statt dessen die Hill-Gleichung
2.9 verwendet. Abbildung 3.12 sowie Tabelle 3.15 veranschaulichen die Resultate

dieser Experimente.
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Abbildung 3.12: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD2, TD15, TD16 und TD14 zur Illustration
ihres Einflusses auf die Gleichgewichtsbindung von [3H]OxoM an M,-Rezeptoren des Hausschwein-
Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Ordinate: Spezifische [3H]OxoM-
Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der
Testsubstanz; Abszisse: dekadischer Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration. Angege-
ben sind die Mittelwerte + deren Standardfehler aus drei bis vier unabhdngigen Experimenten.
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3. Ergebnisse

Untersuchter pKa Ny Min
Modulator [%]
TD2 5,56 £ 0,03 -1,25 + 0,09° 7,8 12,07
TD15 5,65 + 0,03%%P<00> .0 08 £ 0,05  -0,5  3,8"™
TD16 5,71 + 0,04 P=0%% 104 £0,10™  -5,2 + 6,6
TD14 5,75+ 0,03 P00 _111 +£0,09™ -45+49™

Tabelle 3.15: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.12 ermittelte Pa-
rameter. S/: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu —1 bzw. des
unteren Kurvenplateaus Min zu 0 % (F-Test); s2: Signifikanter Unterschied des betreffenden pKa-
Wertes zu demjenigen von TD2 (ungepaarter t-Test). Angegeben sind die Mittelwerte £ deren
Standardfehler aus drei bis vier unabhangigen Experimenten.

Die spezifische Gleichgewichtsbindung von [3H]OxoM lasst sich unter Verwendung
hoher Modulator-Konzentrationen vollstandig aufheben, so dass sich flir keine
Konzentrations-Effekt-Kurve in Abbildung 3.12 eine signifikante Differenz des un-
teren Plateaus Min zum 0 %-Niveau feststellen lasst.

Die mittels [3H]OxoM bestimmte Affinitat von TD2 zu freien Rezeptoren (pKa =
5,56; siehe Tabelle 3.15) unterscheidet sich signifikant von derjenigen, die aus
den Experimenten mit [3H]NMS resultierte (pKa = 6,18; siehe Tabelle 3.14) (p <
0,01; ungepaarter t-Test). Dies entspricht nicht den Erwartungen (siehe oben),
Uber die Ursachen dieses Phanomens kann nur spekuliert werden.

Die heterologen Interaktionsexperimente mit [3H]NMS haben gezeigt, dass TD14,
TD15 und TD16 in deutlich unterschiedlichem AusmaB die Radioligand-Bindung
fordern (siehe Tabelle 3.14). Da die pECysdiss-Werte dieser drei Modulatoren, die
methodisch sicher bestimmt werden konnten, sehr dhnlich sind (siehe Tabelle
3.13), mussen die pKa-Werte von TD14, TD15 und TD16 deutlich voneinander
abweichen, um die Kooperativitats-Unterschiede erklaren zu kdnnen. Mit
[3H]OxoM als Sonde ergaben sich flir TD14, TD15 und TD16 jedoch identische
Affinitdten zu freien Rezeptoren (siehe Tabelle 3.15).

Zusammenfassend ergibt sich, dass es durch den Austausch des Radioliganden
offenbar nicht mdglich ist, die mit [3H]JNMS ermittelten Affinitaten der Silizium-
haltigen Verbindungen zu prazisieren. In der vorliegenden Arbeit wurden daher die
mit [3H]NMS erhobenen pKa-Werte beriicksichtigt.
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3.2 Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation sowie der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung
an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens

3.2.5 Lateral-asymmetrisch vergroBerte Silizium-haltige Modulato-

ren

Zur Gewinnung tieferer Einblicke in die Auswirkungen lateraler struktureller Modi-
fikationen von Silizium-haltigen Verbindungen wurden die in 3.2.2 und 3.2.4 vor-
gestellten Molekilveranderungen von Daiss (2004) nicht nur isoliert, sondern auch
in Kombination miteinander vorgenommen. Flir TD20 wurde der Phthalimid-Rest
der Silizium-Seite an Position 5 methyliert und gleichzeitig derjenige der Ammoni-
um-Seite gegen einen Naphthalimid-Substituenten ausgetauscht. Bei der verwand-
ten Verbindung TD18 wurden diese Variationen gegenldufig vorgenommen.

Die Befunde, die mit diesen Modulatoren erzielt wurden, kdnnen den Abbildungen
3.13 und 3.14 sowie den Tabellen 3.16 und 3.17 enthommen werden.

Fir beide lateral asymmetrisch vergréBerten Modulatoren kann eine Interaktion
mit Antagonist-besetzten Rezeptoren angenommen werden, sie dem Massenwir-
kungsgesetz gehorcht. Weder das SteigungsmaB noch das Niveau des unteren
Kurvenplateaus von TD18 und TD20 weicht signifikant vom jeweils angenommen

Parameterwert —1 bzw. 0 % ab.
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Abbildung 3.13: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD20 und TD18 zur Illustration ihres Einflus-
ses auf die Geschwindigkeit der [3H]NMS-Dissoziation an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens
in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Die Ausgangsverbindung TD2 ist zum Zweck des
Vergleiches mit aufgefiihrt. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante k.; der [3H]NMS-
Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesenheit des Modulators; Abszisse: deka-
discher Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration. Dargestellt sind die Mittelwerte + de-
ren Standardfehler aus zwei bis vier unabhangigen Experimenten.
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3. Ergebnisse

Untersuchter Min
ECo 54i n

Modulator e H [%]

D2 6,73 -0,99 -3,3

(6,70; 6,77) (-0,99™; -0,99™)  (-3,5™; -3,2")
TD20 6,72 £ 0,07"%P=0°1  _110 + 0,19 -7,3+£9,8"™
TD18 6,73 £ 0,06™*P=028  _1 17 + 0,10™ 0,9 + 3,8"™

Tabelle 3.16: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.13 ermittelte Pa-
rameter. "™: Nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu —1 bzw. des unteren Kurven-
plateaus Min zu 0 % (F-Test); ": Nicht signifikanter Unterschied des betreffenden pEC sgiss-
Wertes zu demjenigen von TD2 (ungepaarter t-Test). Angegeben sind die Mittelwerte + deren
Standardfehler aus vier unabhangigen Experimenten oder der Mittelwert mit den zugrundeliegen-
den Einzelwerten aus zwei unabhdngigen Experimenten.

Die strukturellen Modifikationen, die ausgehend von TD2 vorgenommen wurden,
bewirken keinerlei Affinitats-Veranderungen zu [3H]NMS-besetzten Rezeptoren,
die Wendepunkte der Konzentrations-Effekt-Kurven von TD18 und TD20 sind iden-

tisch zu demjenigen der TD2-Kurve.
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Abbildung 3.14: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD20 und TD18 zur Illustration ihres Einflus-
ses auf die Gleichgewichtsbindung von [3H]JNMS an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens in
Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Die Ausgangsverbindung TD2 ist zum Zweck des
Vergleiches mit aufgefiihrt. Ordinate: Spezifische [3H]JNMS-Bindung in Prozent bezogen auf die
spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz; Abszisse: dekadischer
Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration. Angegeben sind die Mittelwerte + deren Stan-
dardfehler aus drei unabhangigen Experimenten.
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3.2 Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation sowie der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung
an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens

Untersuchter oKa - Bir p(oKa) -

Modulator [0/0] pECo,sdiss
TD2 6,18 + 0,01 0,30 + 0,02 42,9 -0,25
TD20 5,85 + 0,16"% P=0.17W) g 70 + 0,1Q"% P=0.05W) g7 > -0,17
TD18 5,70 £ 0,115% P<005W) g 90 + 0,065 P<0/0! 76,2 -0,13

Tabelle 3.17: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.14 sowie der
PEC sdissWerte aus Tabelle 3.16 ermittelte Parameter. B p: Fraktionelle Rezeptorbesetzung mit
[3H]NMS im Plateaubereich der Kurve bei hohen Modulator-Konzentrationen; "% Signifikan-
ter/nicht signifikanter Unterschied der betreffenden KenngréBe zu derjenigen von TD2 (ungepaar-
ter t-Test, fiir den Fall statistisch ungleicher Standardfehler wurde eine Korrektur nach Welch (W)
hinzugenommen). Fiir pK, und pa sind die Mittelwerte £ deren Standardfehler aus drei unabhan-
gigen Experimenten angegeben.

Im Vergleich zur Ausgangsverbindung TD2 wird die [3H]NMS-Gleichgewichtsbin-
dung durch TD18 signifikant starker angehoben. Da die Affinitaten beider Modula-
toren zu Antagonist-besetzten Rezeptoren identisch sind, geht der héhere pa-Wert
von TD18 vermutlich auf die Tatsache zurilick, dass dieser Modulator gegeniiber
TD2 eine um rund 0,5 Dekaden signifikant verminderte Affinitat zu freien Rezepto-
ren aufweist. Diese Zusammenhdnge kdnnen auch fir TD20 angenommen wer-
den, auch wenn der Unterschied im Vergleich zu TD2 nicht signifikant ist. Diese
Befunde lassen vermuten, dass die starkere VergréBerung des lateralen Substi-

tuenten der Silizium-Seite mit einer héheren positiven Kooperativitat einhergeht.

3.2.6 Succinimid-substituierte Silizium-haltige Modulatoren

Als Ausgangsverbindung dieser Substanzen diente TD14, dessen Naphthalimid-
Gruppen von Daiss (2004) schrittweise gegen eine nicht-aromatische Succinimid-
Struktur ausgetauscht wurden. Eine einseitige Succinimid-Substitution der Ammo-
nium-Seite ergab TD19, die gleichartige Veranderung auf der gegeniiberliegenden
Halfte flihrte zu TD25 und die Entfernung beider aromatischer Systeme resultierte
in TD22.

Die Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation durch diese Verbindungen ist in Ab-
bildung 3.15 und Tabelle 3.18 zusammengefasst, die Auswirkungen auf die Radio-
ligand-Gleichgewichtsbindung zeigt Abbildung 3.16 und Tabelle 3.19.
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Abbildung 3.15: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD19, TD25 und TD22 zur Illustration ihres
Einflusses auf die Geschwindigkeit der [3H]JNMS-Dissoziation an M,-Rezeptoren des Hausschwein-
Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Die Ausgangsverbindung TD14 ist zum
Zweck des Vergleiches mit aufgefihrt. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante k; der
[3H]NMS-Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesenheit des Modulators; Abszis-
se. dekadischer Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration. Dargestellt sind die Mittelwerte
+ deren Standardfehler aus vier unabhangigen Experimenten.

Untersuchter PECo 54 n Min
0,5di H
Modulator = [%]
TD14 6,67 £ 0,06 -1,57 £ 0,30° -0,7 £ 10,4™

TD19 6,76 + 0,05"1%P=031 1 13 + 0,13" -8,4 + 5,9"
TD25 6,37 £ 0,071+ P=001 1 04 £ 0,17" -0,3 +8,2™
TD22 4,35 £ 0,0751%P<001 084 + 0,13 21,3 +11,4"™

Tabelle 3.18: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.15 ermittelte Pa-
rameter. ¥ Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu —1 bzw. des
unteren Kurvenplateaus Min zu 0 % (F-Test); ¥™!*: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied
des betreffenden pECy sqiss-Wertes zu demjenigen von TD14 (ungepaarter t-Test). Angegeben sind
die Mittelwerte + deren Standardfehler aus vier unabhdngigen Experimenten .

Die Konzentrations-Effekt-Kurven der Succinimid-substituierten Modulatoren fur
den Hemmeffekt auf die [3H]NMS-Dissoziation entsprechen einander im Bezug auf
die Kurvensteilheit sowie die Lage des unteren Plateaus. Fir alle drei Testsubstan-
zen kann daher ein Bindungsverhalten zu [3H]JNMS-besetzten Rezeptoren vermu-
tet werden, das dem Massenwirkungsgesetz gehorcht.

Wahrend die Strukturvariation auf der Ammonium-Seite (TD19) die [3H]NMS-

dissoziationsverzogernde Wirksamkeit nicht signifikant verandert, vermindert sich
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3.2 Beeinflussung der [3H]NMS-Dissoziation sowie der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung
an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens

der pECo sdiss-Wert bei der entgegengesetzten Modifikation (TD25) signifikant um
annahernd 0,3 Dekaden. Die Kombination beider Substitutionen liefert mit TD22
einen Modulator, der mit rund 2,3 Dekaden massiv an Affinitdt zum [3H]NMS-

besetzten Rezeptor eingebliBt hat.
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Abbildung 3.16: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD19, TD25 und TD22 zur Illustration ihres
Einflusses auf die Gleichgewichtsbindung von [3H]JNMS an M,-Rezeptoren des Hausschwein-
Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Die Ausgangsverbindung TD14 ist zum
Zweck des Vergleiches mit aufgefiihrt. Ordinate: Spezifische [3H]JNMS-Bindung in Prozent bezogen
auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz; Abszisse: dekadi-
scher Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration. Angegeben sind die Mittelwerte £+ deren
Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten.

Untersuchter Bip p(aKa) -
pKa pa
Modulator [%] PECo,sdiss
TD14 4,62 £ 0,40 1,87 £ 0,37 97,4 -0,18
TD19 6,08 + 0,09"1% P=007W) g 89 + g QE"S1% P=0.12W) g3 1 0,21
TD25 7,02 £ 0,12514P<001 g 92 + ,165*% P<001 6,7 -0,27
TD22 5,75 + 0,03 P=011W) _g 94 + ,1351% P<0.01 4,0 0,46

Tabelle 3.19: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.16 sowie der
PECo saiss-Werte aus Tabelle 3.18 ermittelte Parameter. By p: Fraktionelle Rezeptorbesetzung mit
[3H]NMS im Plateaubereich der Kurve bei hohen Modulator-Konzentrationen; s'#™!*: Signifikan-
ter/nicht signifikanter Unterschied der betreffenden KenngréBe zu derjenigen von TD14 (ungepaar-
ter t-Test, fiir den Fall statistisch ungleicher Standardfehler wurde eine Korrektur nach Welch (W)
hinzugenommen). Fiir pK, und pa sind die Mittelwerte + deren Standardfehler aus drei unabhan-
gigen Experimenten angegeben.
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3. Ergebnisse

Bei vergleichender Betrachtung von TD19, TD22 und TD25 fallt deren deutlich
unterschiedliche Kooperativitat auf. Eine Succinimid-Substitution auf der Ammoni-
um-Seite (TD19) verandert den pa-Wert im Vergleich zu TD14 nicht. Wird die
Strukturvariation hingegen auf der Silizium-Seite durchgeflihrt (TD25), erfahrt die
Kooperativitat eine Umkehr in den negativen Bereich, woflir vor allem die ausge-
pragte Zunahme der Affinitat zu freien Rezeptoren um etwa 2,4 Dekaden (siehe
Tabelle 3.20) verantwortlich zu sein scheint. Die Entfernung von beiden lateralen
aromatischen Systemen (TD22) bewirkt ebenfalls eine starke negative Kooperativi-
tat, deren Ursache bei unverandertem pKa-Wert in einem massiv vermindertem
PECo sdiss-Wert begriindet ist.

Vor dem Hintergrund der Beeinflussung der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung kann
demnach eine klare Struktur-Wirkungs-Beziehung abgeleitet werden. Das Vorhan-
densein eines aromatischen Systems auf der Silizium-Seite ist fir die positive Ko-
operativitat offenbar zwingend erforderlich, wohingegen eine derartige Abhangig-

keit von der Struktur des Ammonium-Endes anscheinend nicht besteht.

3.2.7 Silizium-haltiger Modulator ohne permanente Ladung

TD32 ist eine Verbindung, die von allen lbrigen getesteten Silizium-haltigen Mo-
dulatoren dadurch abweicht, dass sie anstelle des quartdren einen tertiaren Stick-
stoff enthalt. Die restliche Molekilgestalt entspricht mit zwei endstandigen Naph-
thalimid-Gruppen derjenigen von TD14.

Die experimentellen Befunde mit TD32 an Antagonist-besetzten Rezeptoren sind in
Abbildung 3.17 sowie Tabelle 3.20 veranschaulicht, der Einfluss dieses Modulators
auf die [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung ist in Abbildung 3.18 und Tabelle 3.21
gezeigt.

Die Konzentrations-Effekt-Kurve von TD32 in Abbildung 3.17 zeigt nicht signifikan-
te Abweichungen von der angenommenen Steilheit —1 sowie vom angenommenen
unteren Plateau 0 %. Die bei der Ausgangsverbindung TD14 gefundene, hohe

Kurvensteilheit wurde demnach durch die Strukturvariation ,normalisiert".
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Abbildung 3.17: Konzentrations-Effekt-Kurve von TD32 zur Illustration seines Einflusses auf die
Geschwindigkeit der [3H]NMS-Dissoziation an M,-Rezeptoren des Hausschweins in Mg-Phosphat-
Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Die Ausgangsverbindung TD14 ist zum Zweck des Vergleiches
mit aufgeflihrt. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante k.; der [3H]NMS-Dissoziation in
Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesenheit des Modulators; Abszisse: dekadischer Loga-
rithmus der molaren Modulator-Konzentration. Dargestellt sind die Mittelwerte £ deren Standard-
fehler aus vier unabhangigen Experimenten.

Untersuchter PECo sdice e Min

Modulator [%]
TD14 6,67 £ 0,06 -1,57 + 0,30° -0,7 + 10,4™
TD32 5,79 + 0,07°'*P<001  _0 99 £ 0,16™ -19,8 + 11,7"

Tabelle 3.20: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.17 ermittelte Pa-
rameter. *™: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu —1 bzw. des
unteren Kurvenplateaus Min zu 0 % (F-Test); '*: Signifikanter Unterschied des PECo,sqiss-Wertes
von TD32 zu demjenigen von TD14 (ungepaarter t-Test). Angegeben sind die Mittelwerte + deren
Standardfehler aus vier unabhangigen Experimenten.

Der Austausch des quartaren Stickstoffes in TD14 durch einen tertidgren Stickstoff
in TD32 vermindert die Affinitat der Testsubstanz zu Antagonist-besetzten Rezep-
toren signifikant um annahernd 0,9 Dekaden, die Affinitat zu freien Rezeptoren
anderte sich hingegen nicht. Die [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung wird durch die
Modulatoren TD14 und TD32 in identischen AusmaB geférdert.
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Abbildung 3.18: Konzentrations-Effekt-Kurve von TD32 zur Illustration seines Einflusses auf die
Gleichgewichtsbindung von [3H]NMS an M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens in Mg-Phosphat-
Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37 °C. Die Ausgangsverbindung TD14 ist zum Zweck des Vergleiches
mit aufgefiihrt. Ordinate: Spezifische [3H]JNMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische
Bindung des Radioliganden in Abwesenheit der Testsubstanz; Abszisse: dekadischer Logarithmus
der molaren Modulator-Konzentration. Angegeben sind die Mittelwerte £ deren Standardfehler aus
drei unabhangigen Experimenten.

Untersuchter Bip p(aKa) -
pKa Pa
Modulator [%] PECo,sdiss
TD14 4,62 + 0,40 1,87 £ 0,37 97,4 -0,18
TD32 4,82 + 0,10™1% P=085 (93 £ ,02"* P=013W) g3 7 -0,04

Tabelle 3.21: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.18 sowie der
PEC sdissWerte aus Tabelle 3.20 ermittelte Parameter. B p: Fraktionelle Rezeptorbesetzung mit
[3H]NMS im Plateaubereich der Kurve bei hohen Modulator-Konzentrationen; s*"!*: Signifikan-
ter/nicht signifikanter Unterschied der betreffenden KenngroéBe von TD32 zu derjenigen von TD14
(ungepaarter t-Test, flir den Fall statistisch ungleicher Standardfehler wurde eine Korrektur nach
Welch (W) hinzugenommen). Fir pK, und pa sind die Mittelwerte + deren Standardfehler aus drei
unabhdngigen Experimenten angegeben.
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3.3 Epitopabhangigkeit der Affinitat ausgewahlter Modulatoren an [3H]NMS-besetzten humanen
M,-Rezeptoren unter Verwendung von Membransuspensionen aus COS7-Zellen

3.3 Epitopabhangigkeit der Affinitat ausgewahlter Modulato-
ren an [3H]NMS-besetzten humanen M,-Rezeptoren unter

Verwendung von Membransuspensionen aus COS7-Zellen

Fir W84 konnte gezeigt werden, dass seine M,/Ms-Selektivitat an Antagonist-
besetzten M,-Rezeptoren vollsténdig auf die Aminosiuren ’’Tyrosin und ***Threo-
nin zurickgefihrt werden kann (Voigtlander et al., 2003; siehe 1.5). Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit sollte geprift werden, ob der Austausch eines quartaren
Stickstoffes in W84 durch ein Silizium-Atom einen Einfluss auf die Abhangigkeit
der Alloster-Bindung von den genannten Epitopen hat. Zu diesem Zweck wurden
Zweipunkt-kinetische Untersuchungen mit klonierten M,- bzw. Ms-Wildtyp-
Rezeptoren sowie punktmutierten M,-Rezeptoren durchgefiihrt, die von COS7-
Zellen exprimiert wurden. Von den zuvor untersuchten Silizium-haltigen Verbin-
dungen kamen in diesen Studien nicht alle Modulatoren zum Einsatz, es wurden
einige stark bindungsférdernde und dadurch besonders interessante Vertreter
ausgewahlt.

Die experimentelle Durchflihnrung der Zweipunkt-kinetischen Studien erfolgte je-
weils in einem Na-K-Phosphat-Puffer bei pH 7,4 und 23 °C gemaB der in 2.3.2.2
erlauterten Methodik. Die gemessenen Bindungswerte wurden in Abhangigkeit von
der Zeit in Form einer monoexponentiell abfallenden Regressionskurve analysiert.
Der Ausgangspunkt der Kurve ist dabei definiert durch die spezifische [3H]NMS-
Bindung vor Beginn der Dissoziationsmessung (to). Der Kurvenendpunkt entspricht
der Radioligand-Bindung zu einem vorher festgesetzten Zeitpunkt tx nach Zugabe
eines Gemisches aus Atropin und einer bestimmten Modulator-Konzentration, was
den Beginn der Dissoziationsmessung darstellte. Abbildung 3.19 veranschaulicht
dies anhand von einigen reprasentativen Dissoziations-Kurven, die durch den Ein-
satz unterschiedlicher Konzentrationen des Modulators W84 an humanen M-
Rezeptoren erzielt wurden.

Analog zu den kompletten Dissoziationskurven in Abbildung 3.2 wird der Verlauf
der durch die zwei Punkte definierten Kurven in Abbildung 3.19 durch die

Geschwindigkeits-Dissoziationskonstante k.; beschrieben. Die k.i-Werte der Disso-

93
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ziationskurven in Anwesenheit eines Modulators kdnnen in Relation zum k.-Wert
der Kontroll-Kurve gesetzt und gegen die Modulator-Konzentration aufgetragen
werden. Die anschlieBende nicht lineare Regressionsanalyse liefert eine Konzentra-
tions-Effekt-Kurve. Abbildung 3.20 veranschaulicht dies anhand der in Abbildung

3.19 dargestellten Dissoziationskurven fiir W84.

Spezifische Spezifische
[3H]NMS-Bin- | | [3H]NMS-Bin-
dung beit, dung bei t,
'S 4001
s * 1uMW84
= 300 = 100 nMW84
U) -
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Abbildung 3.19: Dissoziationskurven als Ergebnis reprasentativer Zweipunkt-kinetischer Experi-
mente unter Verwendung von [3H]NMS (1 nM), verschiedenen Konzentrationen des allosterischen
Modulators W84 sowie in COS7-Zellen exprimierten humanen M,-Rezeptoren in Na-K-Phosphat-
Puffer bei pH 7,4 und 23 °C. Ordinate: Spezifische [3H]NMS-Bindung in cpm; Abszisse: Zeit nach
Zugabe des Atropin-Testsubstanz-Gemisches als Startpunkt der Dissoziationsmessung in min. Dar-
gestellt sind die Einzelwerte aus jeweils einem Experiment mit Doppelbestimmung.

Die in Abbildung 3.20 gezeigte Konzentrations-Effekt-Kurve entspricht prinzipiell
derjenigen aus Abbildung 3.3, die basierend auf Untersuchungen kompletter Dis-
soziationsverlaufe erstellt wurde. Die in kinetischen Studien mit Membransuspen-
sionen aus COS7-Zellen in Na-K-Phosphat-Puffer bei pH 7,4 und 23 °C gemesse-
nen mittleren Halbwertszeiten der [3H]NMS-Dissoziation unter Kontrollbedingun-
gen sowie die gemittelten Zahlenwerte der Geschwindigkeits-Dissoziationskonstan-
ten k.; der flinf verwendeten Rezeptor-Typen sind in Tabelle 3.22 zusammenge-

fasst.
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M,-Rezeptoren unter Verwendung von Membransuspensionen aus COS7-Zellen
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Abbildung 3.20: Auf der Basis der Dissoziationskurven aus Abbildung 3.19 erstellte Konzentrati-
ons-Effekt-Kurve von W84. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante k; der [3H]NMS-
Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesenheit des Modulators; Abszisse: deka-
discher Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration. Im Gegensatz zu den im weiteren Ver-
lauf des Ergebnisteils dargestellten Befunden gehen die hier dargestellten Messpunkte jeweils auf
einen Versuch zuriick. Weitere Erlduterungen finden sich in 3.2.

Rezeptor- ti2 k4 Versuchs-
Typ [min] zahl
M,-Wildtyp 5,03 £ 0,25 0,146 + 0,006 31
M, " Tyr - GIn 5,04 £ 0,26 0,147 £ 0,006 32
M, **Thr - His 15,15 £ 0,33 0,046 + 0,001 29
M, 77T Gl
2 YT ET 9326+1,00 0,031 0,001 28
+ ">Thr — His
Ms-Wildtyp 109,78 + 3,30 0,007 £ 0,001 33

Tabelle 3.22: Halbwertszeiten t;; und Geschwindigkeits-Dissoziationskonstanten k.; der
[3H]NMS-Dissoziation von den in dieser Arbeit verwendeten Muskarin-Wildtyp- und punktmutierten
Rezeptoren unter Kontrollbedingungen. Angegeben sind die Mittelwerte + deren Standardfehler
aus der genannten Anzahl unabhangiger Versuche.

3.3.1 Epitopabhangigkeit der Affinitat von W84

Die mit W84, dem bekanntesten Vertreter der Klasse der Alkan-Bisammonium-
Modulatoren, im Rahmen Zweipunkt-kinetischer Studien erzielten Befunde sind in

Abbildung 3.21 sowie in Tabelle 3.23 veranschaulicht.
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Abbildung 3.21: Konzentrations-Effekt-Kurven von W84 zur Illustration seines Einflusses auf die
Geschwindigkeit der [3H]NMS-Dissoziation von humanen M,- bzw. Ms-Wildtyp- sowie punktmutier-
ten M,-Rezeptoren in Na-K-Phosphat-Puffer bei pH 7,4 und 23 °C. Ordinate: Apparente Geschwin-
digkeitskonstante k.; der [3H]NMS-Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesen-
heit des Modulators; Abszisse: dekadischer Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration.
Dargestellt sind die Mittelwerte = deren Standardfehler aus vier bis flinf unabhangigen Experimen-
ten mit Doppelbestimmung.

Untersuchter PECo, sdiss Ny Min
Rezeptor-Typ [%]
M-Wildtyp 7,63 + 0,06 -0,82 + 0,07° 0,7 £3,8™
Mo 7Tyr — GIn 6,27 £ 0,04>P<°%  -1,01 40,09 3,4 +24™
M, “*Thr — His 6,84 + 0,06 "% 0,78 + 0,09 6,1+ 3,6™

M, " Tyr — GIn
+ *>*Thr — His

Ms-Wildtyp 5,81 + 0,05 -0,72 £ 0,07™ 4,9 £ 3,1™

5,86 + 0,06"> P=0>* _0 90 + 0,10™ 12,8 + 2,4°

Tabelle 3.23: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.21 ermittelte Pa-
rameter. *": Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit n, zu —1 bzw. des
unteren Kurvenplateaus Min zu 0 % (F-Test); ¥™°: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied
des betreffenden pEC,sqiss-Wertes zu demjenigen des My~ bzw. Ms-Wildtyps (ungepaarter t-Test).
Angegeben sind die Mittelwerte + deren Standardfehler aus vier bis fiinf unabhangigen Experimen-
ten mit Doppelbestimmung.

Die Konzentrations-Effekt-Kurven von W84, die unter Verwendung verschiedener
Rezeptor-Typen erzielt wurden, sind durch eine einheitliche Gestalt gekennzeich-
net. Die Kurvensteilheit ny weicht nur im Fall des M,-Wildtyps signifikant von —1
ab und mit Ausnahme der Doppelmutante ist W84 an allen Ubrigen Rezeptor-

Typen in der Lage, die [3H]JNMS-Dissoziation vollsténdig zu unterdriicken.
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Die Studien zur Epitopabhdngigkeit der Alloster-Bindung waren auf die Bestim-
mung des Wendepunktes der Konzentrations-Effekt-Kurve ausgerichtet, so dass
Zweipunkt-kinetische Studien durchgefiihrt wurden. Um hingegen den Kurvenver-
lauf im Detail zufriedenstellend beschrieben zu kdnnen, ist es vermutlich erforder-
lich, den kompletten Dissoziationsverlauf zu verfolgen. Daher wird den signifikan-
ten Abweichungen von ny = —1 und Min = 0 % hier keine Bedeutung beigemes-
sen, was gleichermaBen auch fiir die ibrigen, analog getesteten Modulatoren gilt.
Beide untersuchten Epitope sind flir die hochaffine Bindung vom W84 an
[3H]JNMS-besetzten M,-Rezeptoren von Bedeutung. Der Austausch von M;
*BThreonin gegen Histidin geht einher mit einem Affinitits-Verlust von etwa 0,8
Dekaden, im Fall der Einzelmutation M, *’Tyr — Gln betragt sie rund 1,4 Deka-
den. Werden beide Mutationen gemeinsam in den M,-Rezeptor eingebracht, ver-
mindert sich die Affinitat um etwa 1,8 Dekaden und entspricht dem Ms-Niveau.

Diese Befunde stehen in Einklang mit den von Voigtlander et al. (2003) verdffent-
lichten Ergebnissen. Auch dort wurde eine Beteiligung beider Epitope fiir die In-
teraktion von W84 mit Antagonist-besetzten M,-Rezeptoren sowie eine grdBere
Bedeutung von ’Tyrosin im Vergleich zu ***Threonin gefunden. Dariiber hinaus
konnte auch von Voigtlander et al. (2003) die komplette Affinitatsdifferenz von
W84 zwischen dem M,- und dem Ms-Rezeptor-Subtyp ausschlieBlich auf der Basis

dieser beiden Aminosauren erklart werden.

3.3.2 Epitopabhadngigkeit der Affinitat von TD2

Die Ausgangsverbindung der Silizium-haltigen Modulatoren, die sich strukturell in
nur einem Atom von W84 unterscheidet, wurde ebenfalls in Zweipunkt-kinetischen
Experimenten getestet. Uber die dabei erzielten Ergebnisse gibt Abbildung 3.22
und Tabelle 3.24 Auskunft.

Die an der Mutante M, ’Tyr — GIn erhaltene Kurve ist gekennzeichnet durch
eine hohe Steilheit sowie ein unteres Plateau, das signifikant oberhalb von 0 %
liegt. Eine signifikant erhdhte Kurvensteilheit findet sich auch fiir die M, **Thr —
His-Einzelmutation und das untere Plateau der Ms-Wildtyp-Kurve unterscheidet

sich ebenfalls signifikant von 0 %.
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Abbildung 3.22: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD2 zur Illustration seines Einflusses auf die
Geschwindigkeit der [3H]JNMS-Dissoziation von humanen M,- bzw. Ms-Wildtyp- sowie punktmutier-
ten M,-Rezeptoren in Na-K-Phosphat-Puffer bei pH 7,4 und 23 °C. Ordinate: Apparente Geschwin-
digkeitskonstante k.; der [3H]NMS-Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesen-
heit des Modulators; Abszisse: dekadischer Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration.
Dargestellt sind die Mittelwerte + deren Standardfehler aus vier bis sechs unabhdngigen Experi-
menten mit Doppelbestimmung.

Untersuchter PECo,sdiss Ny Min
Rezeptor-Typ [%]
My-Wildtyp 6,93 + 0,04 -1,04 £0,09"  -1,2£3,0®
M, Y"Tyr — GIn 6,27 £ 0,04~ P<%*"  -3,06 + 0,46° 11,2+ 2,8
M, ““Thr — His 7,03 0,03"%70 126 £0,10°  -1,1 +2,0™

M, Y Tyr — GIn
+ “Thr — His

Ms-Wildtyp 5,80 + 0,08 -0,99 + 0,17" 13,7 + 4,2°

6,19 + 0,06 P<001  _1 29 + 0,17™ -3,0 £ 5,7

Tabelle 3.24: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.22 ermittelte Pa-
rameter. ¥™: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu —1 bzw. des
unteren Kurvenplateaus Min zu 0 % (F-Test); S%"%/%5; Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied
des betreffenden pECy sqiss-Wertes zu demjenigen des M,- bzw. Ms-Wildtyps (ungepaarter t-Test).
Angegeben sind die Mittelwerte + deren Standardfehler aus vier bis sechs unabhangigen Experi-
menten mit Doppelbestimmung.

Der Austausch der Aminosaure M, " Tyrosin gegen Glutamin geht einher mit einer
signifikanten, anndhernd 0,7 Dekaden umfassenden Abnahme der Affinitat, wo-
hingegen M, ***Threonin keine Bedeutung fiir die TD2-Bindung besitzt. Diese Be-

funde werden durch den pEC sqiss-Wert der Rezeptor-Doppelmutante gestitzt, der
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sich mit demjenigen der M, ’Tyr — GIn-Kurve deckt (p = 0,31; ungepaarter t-
Test).

Das Epitop M, Y’Tyrosin ist nicht in der Lage, die hochaffine Anlagerung von TD2
an Antagonist-besetzte M,-Rezeptoren im Vergleich zu Ms-Rezeptoren vollstandig
zu erklaren. Daher muss zumindest eine weitere Aminosdure in die Bindung dieses
Modulators involviert sein, deren Bedeutung jedoch geringer ist als die von M,
"Tyrosin, worauf rund 60 % der M,/Ms-Selektivitdt zuriickgefiihrt werden kén-
nen.

3.3.3 Epitopabhangigkeit der Affinitat von TD14

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die zweifach Naphthalimid-substituierte
Substanz TD14 untersucht, die dabei erzielten Daten sind in Abbildung 3.23 und
Tabelle 3.25 illustriert.
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Abbildung 3.23: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD14 zur Illustration seines Einflusses auf die
Geschwindigkeit der [3H]NMS-Dissoziation von humanen M,- bzw. Ms-Wildtyp- sowie punktmutier-
ten M,-Rezeptoren in Na-K-Phosphat-Puffer bei pH 7,4 und 23 °C. Ordinate: Apparente Geschwin-
digkeitskonstante k.; der [3H]NMS-Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesen-
heit des Modulators; Abszisse: dekadischer Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration.
Dargestellt sind die Mittelwerte £ deren Standardfehler aus vier bis sechs unabhdngigen Experi-
menten mit Doppelbestimmung.
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3. Ergebnisse

Untersuchter PECo,saiss Ny Min
Rezeptor-Typ [%]
M,-Wildtyp 6,50 = 0,04 -1,51 £ 0,15° 502, 8™

M, Y’Tyr — GIn 6,26 + 0,03 P<%% 2,17 + 0,24° 51+ 2,6"
M, Thr — His 6,43 + 0,04™%P°% 341+ 1,165 4,7 3,3

M, Y’ Tyr — Gln
+ **Thr — His

Ms-Wildtyp 5,37 £ 0,08 -1,04 £ 0,19™ 6,6 £ 6,7"

6,55 £ 0,04"™%P=038  _0 99 + 0,08" 2,6 £2,1™

Tabelle 3.25: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.23 ermittelte Pa-
rameter. ¥™: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu =1 bzw. des
unteren Kurvenplateaus Min zu 0 % (F-Test); " Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied
des betreffenden pEC sqiss-Wertes zu demjenigen des M,-Wildtyps (ungepaarter t-Test). Angege-
ben sind die Mittelwerte £ deren Standardfehler aus vier bis sechs unabhangigen Experimenten
mit Doppelbestimmung.

Die Konzentrations-Effekt-Kurven, die mit der Silizium-haltigen Verbindung TD14
an den verschiedenen Rezeptor-Typen erzielt wurden, entsprechen sich hinsicht-
lich des unteren Kurvenplateaus, das sich durchweg leicht, aber in keinem Fall
signifikant oberhalb von 0 % befindet. Die Steilheit hingegen unterscheidet die
Kurven deutlicher voneinander, lediglich flir den Ms-Wildtyp-Rezeptor sowie fur die
Rezeptor-Doppelmutante findet sich ein ny-Wert mit nicht signifikanter Differenz
zu —-1.

Die Mutationen, die am M,-Rezeptor-Protein vorgenommen wurden, ziehen kaum
Affinitats-Anderungen von TD14 nach sich. Die Einfiihrung von Histidin anstelle
von M, ***Threonin l3sst die Affinitat nicht signifikant abfallen und auch der zu-
satzliche Austausch von M, "Tyrosin durch Glutamin veréndert den pECq sgiss-
Wert im Vergleich zum M;-Ausgangswert nicht in signifikantem Umfang. Zwar er-
gibt sich ein signifikanter Affinitats-Verlust in Héhe von rund 0,2 Dekaden durch
den alleinigen Ersatz von M, ’Tyrosin durch Glutamin, aber diese Differenz ist im
Hinblick auf die rund 1,15 Dekaden umfassende M,/Ms-Differenz marginal. Zudem
entspricht die Affinitat von TD14 zur [3H]NMS-besetzten Rezeptor-Doppelmutante
exakt derjenigen zum M,-Wildtyp-Rezeptor. Dem etwas erniedrigten pECo,sgiss-
Wert der M, ’Tyr — GlIn-Einzelmutation wird daher keine Bedeutung beigemes-

sen.
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Aus den experimentellen Daten ergibt sich, dass fiir die Bindung von TD14 an
[3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren weder M, "’Tyrosin noch M, **Threonin rele-
vant sind. Das Modulator-Molekdl stiitzt seine M,/Ms-Selektivitat offensichtlich auf

andere Aminosauren.

3.3.4 Epitopabhangigkeit der Affinitat von WB64

Bei der Gegenltiberstellung der Befunde zur Epitopabhangigkeit von TD2 und TD14
(siehe 3.3.2 und 3.3.3) fallt der Bedeutungsverlust der Aminosdure M, ’’Tyrosin
auf, wenn beide Phthalimid-Reste in TD2 durch Naphthalimid (TD14) ersetzt wer-
den. Eine solche Abhangigkeit der Epitope von der Art des lateralen Ringsystems
ist aber nicht nur bei den Silizium-haltigen Substanzen, sondern auch innerhalb
der Klasse der Alkan-Bisammonium-Verbindungen denkbar. Aus diesem Grund
wurde mit WB64 das Silizium-freie Analogon zu TD14 untersucht, das ebenfalls
zwei Naphthalimid-Reste tragt. Die experimentellen Ergebnisse sind in Abbildung
3.24 und Tabelle 3.26 dargestellt.

_ S 125- o Mz'WlIdtyp
3 B s/ 4 M, 7 Tyr - GIn
sN 1009 v M, BThr - His
X a9 . 177
%g S 757 M, “""Tyr = GIn
§ 2 Ms-Wildtyp
§ =
= @
0_

0 9 8 7 6 5 -4
WB64 [logM]

Abbildung 3.24: Konzentrations-Effekt-Kurven von WB64 zur Illustration seines Einflusses auf die
Geschwindigkeit der [3H]NMS-Dissoziation von humanen M,- bzw. Ms-Wildtyp- sowie punktmutier-
ten M,-Rezeptoren in Na-K-Phosphat-Puffer bei pH 7,4 und 23 °C. Ordinate: Apparente Geschwin-
digkeitskonstante k.; der [3H]NMS-Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesen-
heit des Modulators; Abszisse: dekadischer Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration.
Dargestellt sind die Mittelwerte + deren Standardfehler aus drei bis vier unabhéangigen Experimen-
ten mit Doppelbestimmung.
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3. Ergebnisse

Untersuchter PECo,saiss Ny Min
Rezeptor-Typ [%]
M,-Wildtyp 7,57 £ 0,02 -1,70 £ 0,16° 0,3 +2,1™

M, ’Tyr > GIn - 6,76 £ 0,04>P<%% 164 £0,23°  3,3+3,0"
M, *PThr — His 7,23 £ 0,05%P<**  -149+0,21° 6,8+ 4,6™

M, Y’ Tyr — Gln
+ **Thr — His

Ms-Wildtyp 6,34 + 0,05 -1,23 £ 0,14° 2,7 +3,8™

6,35 £ 0,02"> P=090 1 74 + 0,14° 2,0 £2,1™

Tabelle 3.26: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.24 ermittelte Pa-
rameter. *™: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu —1 bzw. des
unteren Kurvenplateaus Min zu 0 % (F-Test); ¥™°: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied
des betreffenden pECysqiss-Wertes zu demjenigen des M,- bzw. Ms-Wildtyps (ungepaarter t-Test).
Angegeben sind die Mittelwerte + deren Standardfehler aus drei bis vier unabhangigen Experimen-
ten mit Doppelbestimmung.

Alle Konzentrations-Effekt-Kurven von WB64 weisen einen Steigungskoeffizienten
auf, der sich signifikant von —1 unterscheidet. Die unteren Kurvenplateaus liegen
hingegen ausnahmslos auf dem 0 %-Niveau.

Der pECy saiss-Wert von WB64 nimmt bei der M, Y’Tyr — GlIn-Einzelmutation um
etwa 0,8 Dekaden ab, im Falle des Austausches von M, ***Threonin durch Histidin
betragt die Differenz mit rund 0,35 Dekaden etwa die Halfte. Der an der Doppel-
mutante ermittelte Affinitats-Wert entspricht demjenigen des Ms-Wildtyp-Rezep-
tors.

Die hoheraffinere Bindung von WB64 an [3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren ge-
geniiber dem Ms-Subtyp beruht somit komplett auf ’’Tyrosin und ***Threonin,
wobei der unterschiedliche Beitrag beider Epitope zur Subtypselektivitdt dieser
Verbindung annahernd demjenigen Verhaltnis entspricht, welches auch fir W84

gefunden wurde (siehe 3.3.1).

3.3.5 Epitopabhangigkeit der Affinitat von TD15

Die beiden Silizium-haltigen Modulatoren TD2 und TD14 weisen hinsichtlich der
Bedeutung der Epitope M, ’Tyrosin und M, ***Threonin fiir die hochaffine M,-

Bindung einen Unterschied auf. Wahrend TD2 mit M, ’Tyrosin noch eines der
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beiden Aminosauren nutzt (siehe 3.3.2), spielt fir die Bindung von TD14 am M,-
Rezeptor offenbar keines der beiden Epitope eine Rolle (siehe 3.3.3). Es stellt sich
die Frage, ob der Bedeutungsverlust der Aminoséure M, ”/Tyrosin auf einer Sub-
stitution beider Phthalimid-Gruppen in TD2 durch jeweils einen Naphthalimid-Rest
in TD14 beruht oder ob er auch schon bei einseitiger Substitution auftritt.

Aus diesem Grund wurde die Epitopabhangigkeit von zwei Verbindungen unter-
sucht, die sich strukturell zwischen TD2 und TD14 befinden. Eine dieser Verbin-
dungen ist der einseitig auf der Ammonium-Seite Naphthalimid-substituierte Mo-
dulator TD15, Uber dessen Affinitdt zu den verschiedenen [3H]NMS-besetzten
Wildtyp- bzw. punktmutierten Rezeptoren Abbildung 3.25 sowie Tabelle 3.27 Aus-
kunft gibt.

Samtliche Konzentrations-Effekt-Kurven weisen ein unteres Kurvenplateau auf, das
sich nicht signifikant von 0 % unterscheidet. Zudem sind auBer bei der Kurve fir
die M; **Thr — His-Einzelmutation alle Steigungskoeffizienten signifikant kleiner

als —1.
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Abbildung 3.25: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD15 zur Illustration seines Einflusses auf die
Geschwindigkeit der [3H]NMS-Dissoziation von humanen M- bzw. Ms-Wildtyp- sowie punktmutier-
ten M,-Rezeptoren in Na-K-Phosphat-Puffer bei pH 7,4 und 23 °C. Ordinate: Apparente Geschwin-
digkeitskonstante k.; der [3H]NMS-Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesen-
heit des Modulators; Abszisse: dekadischer Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration.
Dargestellt sind die Mittelwerte = deren Standardfehler aus vier unabhdngigen Experimenten mit
Doppelbestimmung.
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3. Ergebnisse

Min
Untersuchter PECo,saiss Ny
Rezeptor-Typ [%]
M,-Wildtyp 6,76 £ 0,03 -1,37 £ 0,13° -0,3 £+ 2,8™
M, Y Tyr - GIn 6,26 + 0,04 P<001 3 22 + 0,325 7,5 £ 4,0

M, **Thr — His 6,64 + 0,06™* "™ -1,31£0,18"  -3,7 +4,8"

M, Y’ Tyr — Gln
+ **Thr — His

Ms-Wildtyp 5,56 = 0,05 -1,41 £ 0,22° 10,8 £9,5™

6,17 £ 0,05 P<001 178 + 0,32° 0,9 £ 6,2™

Tabelle 3.27: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.25 ermittelte Pa-
rameter. *™: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu —1 bzw. des
unteren Kurvenplateaus Min zu 0 % (F-Test); $¥"5%/5: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied
des betreffenden pECy sqiss-Wertes zu demjenigen des M,- bzw. Ms-Wildtyps (ungepaarter t-Test).
Angegeben sind die Mittelwerte + deren Standardfehler aus vier unabhangigen Experimenten mit
Doppelbestimmung.

Die Affinitat der einseitig Naphthalimid-substituierten Verbindung TD15 zu
[3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren zeigt eine Abhéngigkeit von M, "/Tyrosin, ein
Austausch dieses Epitopes durch Glutamin, der korrespondierenden Aminosdaure
des Ms-Rezeptorproteins, erniedrigt sie um rund 0,5 Dekaden. Im Unterschied da-
zu ist My ***Threonin ohne Bedeutung fiir die Bindung von TD15, die pECq,sgiss-
Werte der Rezeptor-Doppelmutante und der M, Y’Tyr — GIn-Einzelmutation ent-
sprechen einander (p = 0,19; ungepaarter t-Test).

Durch die Aminosdure M, "Tyrosin kann nur ein Teil der M,/Ms-Selektivitit von
TD15 erklart werden. Dieser Modulator nutzt zumindest ein weiteres Epitop, wel-
ches flir die verbliebene, etwa 0,7 Dekaden betragende Affinitats-Differenz zum

Ms-Wildtyp-Rezeptor verantwortlich ist.

3.3.6 Epitopabhdangigkeit der Affinitdt von TD16

Die Befunde, die mit dem auf der Silizium-Seite Naphthalimid-substituierten Modu-
lator TD16 erzielt wurden, sind Abbildung 3.26 und Tabelle 3.28 dargestellt.

Zwischen denen mit TD16 erzielten Konzentrations-Effekt-Kurven besteht eine
ausgepragte Ubereinstimmung im Bezug auf die kurvenbeschreibenden Parame-

ter. Die Steilheit aller Kurven ist nicht signifikant verschieden von —1, darliber hin-
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aus erreichen nahezu alle Kurven ein unteres Plateau, welches dem 0 %-Niveau
entspricht, lediglich flir den Ms-Wildtyp-Rezeptor zeigt sich eine signifikante Ab-

weichung.
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Abbildung 3.26: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD16 zur Illustration seines Einflusses auf die
Geschwindigkeit der [3H]NMS-Dissoziation von humanen M,- bzw. Ms-Wildtyp- sowie punktmutier-
ten M,-Rezeptoren in Na-K-Phosphat-Puffer bei pH 7,4 und 23 °C. Ordinate: Apparente Geschwin-
digkeitskonstante k.; der [3H]NMS-Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesen-
heit des Modulators; Abszisse: dekadischer Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration.
Dargestellt sind die Mittelwerte £ deren Standardfehler aus vier bis sechs unabhangigen Experi-
menten mit Doppelbestimmung.

Untersuchter PECo sdiss Ny Min
Rezeptor-Typ [%]
Mp-Wildtyp 7,42 £ 0,04 -1,09 £ 0,11 0,5+ 2,2
M, "'Tyr — GIn 6,57 + 0,05 P<%%" 121 +0,13"  -4,3+3,6™
Mz “*Thr — His 7,48 + 0,05™%°=%* -1,05+0,11"  2,8%2,2%

M, " Tyr - GIn
+ *Thr — His

Ms-Wildtyp 5,80 + 0,10 -0,78 £ 0,19™ 17,6 £ 6,4°

6,67 + 0,05 P<001 0 94 + 0,09" 3,3+ 3,1™

Tabelle 3.28: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.26 ermittelte Pa-
rameter. *": Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu —1 bzw. des
unteren Kurvenplateaus Min zu 0 % (F-Test); S%"%/s5; Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied
des betreffenden pECy sqiss-Wertes zu demjenigen des M,- bzw. Ms-Wildtyps (ungepaarter t-Test).
Angegeben sind die Mittelwerte + deren Standardfehler aus vier bis sechs unabhangigen Experi-
menten mit Doppelbestimmung.
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3. Ergebnisse

Durch die Einfiihrung der Aminosdure Glutamin anstelle von M, YTyrosin ergibt
sich gegenliber dem M,-Wildtyp-Rezeptor ein Affinitats-Verlust in Héhe rund 0,8
Dekaden. Die andere Punktmutation, M, **Thr — His, wirkt sich hingegen nicht
auf die Affinitat von TD16 aus. Auch die analoge Modifikation der M, ¥’ Tyr —
GIn-Einzelmutation zur Doppelmutation zieht keine signifikante Veranderung des
PECo sdiss-Wertes nach sich (p = 0,18; ungepaarter t-Test).

Wie bei TD2 und TD15, aber im Gegensatz zu TD14, kann demnach auch ein Teil
der M,/Ms-Subtypselektivitat von TD16 durch M, ’Tyrosin erklart werden. Daraus
ergibt sich, dass ungeachtet der beiden Formen der einseitigen lateralen Vergro-
Berung die Abhangigkeit der Modulator-Bindung von dieser Aminosdure bestehen
bleibt. Ein Bedeutungsverlust von M, ”’Tyrosin tritt erst dann auf, wenn beide

Phthalimid-Gruppen durch Naphthalimid-Reste ausgetauscht werden.

3.3.7 Epitopabhangigkeit der Affinitat von TD32

Im Gegensatz zu allen tbrigen Verbindungen, die im Rahmen dieser Arbeit unter-
sucht wurden, enthalt der allosterische Modulator TD32 kein permanent positives
Ladungszentrum. Um einen tieferen Einblick in die Epitopabhangigkeit dieser be-
sonderen Substanz zu erhalten, wurde sie ebenfalls im Rahmen Zweipunkt-
kinetischer Studien untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.27 und Tabelle
3.29 dargestellt.

Die erhaltenen Konzentrations-Effekt-Kurven sind allesamt durch eine auBerge-
wohnlich groBe Steilheit gekennzeichnet, zusatzlich weichen einige der unteren
Kurvenplateaus in signifikantem Umfang von 0 % ab. Besonders ausgepragt ist
dies fir den Ms-Wildtyp-Rezeptor, die Dissoziationsgeschwindigkeit des Radioli-
ganden kann bei der Verwendung hoher Substanz-Konzentrationen nur etwa um
die Halfte abgesenkt werden.

Ein Austausch von M, "Tyrosin gegen Glutamin senkt den pECy sgiss-Wert von
TD32 gegeniber dem M,-Wildtyp-Rezeptor signifikant um rund 0,6 Dekaden ab
und auch fiir die M, **Thr — His-Einzelmutation zeigt sich im Vergleich zum M,-
Niveau ein signifikanter Affinitats-Verlust in Hohe von etwa 0,4 Dekaden. Die Affi-

nitat von TD32 zur Rezeptor-Doppelmutante unterscheidet sich nicht signifikant
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von seiner Affinitat zum Ms-Wildtyp-Rezeptor (p = 0,12; ungepaarter t-Test). Die-
se Befunde legen eine Beteiligung von beiden untersuchten Aminosauren am Bin-
dungsverhalten von TD32 an [3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren nahe, allerdings
ist aufgrund der sehr geringen M,/Ms-Selektivitat von lediglich 0,7 Dekaden eine

Beurteilung der Relevanz der untersuchten Epitope nur schwer moglich.
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Abbildung 3.27: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD32 zur Illustration seines Einflusses auf die
Geschwindigkeit der [3H]NMS-Dissoziation von humanen M- bzw. Ms-Wildtyp- sowie punktmutier-
ten M,-Rezeptoren in Na-K-Phosphat-Puffer bei pH 7,4 und 23 °C. Ordinate: Apparente Geschwin-
digkeitskonstante k.; der [3H]NMS-Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesen-
heit des Modulators; Abszisse: dekadischer Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration.
Dargestellt sind die Mittelwerte £ deren Standardfehler aus vier bis sechs unabhangigen Experi-
menten mit Doppelbestimmung.

Untersuchter PECo sdiss Ny Min

Rezeptor-Typ [%]
M,-Wildtyp 5,94 + 0,04 -2,19 + 0,34° 6,4 £ 2,5°

M, Y Tyr - GIn 5,38 + 0,05 P<00t 2 72 + 0,43° 13,4 + 4,15

M, *PThr — His 5,49 + 0,04%% P<00t .2 56 + 0,43° 7,2 +3,5™

M, 177Tyr — GIn ns5, p=0,33 s ns

+ ' ' - + +

T BThe ) His 5,32 £ 0,02 3,11 £ 0,34 0,5+2,3

Ms-Wildtyp 5,25 + 0,06 -3,31 + 0,98° 44,4 + 2,7°

Tabelle 3.29: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.27 ermittelte Pa-
rameter. *": Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu —1 bzw. des
unteren Kurvenplateaus Min zu 0 % (F-Test); ¥™°: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied
des betreffenden pEC,sqss-Wertes zu demjenigen des My~ bzw. Ms-Wildtyps (ungepaarter t-Test).
Angegeben sind die Mittelwerte £ deren Standardfehler aus vier bis sechs unabhangigen Experi-
menten mit Doppelbestimmung.
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3. Ergebnisse

In den Zweipunkt-kinetischen Versuchen mit TD32 ist die bei allen finf verwende-
ten Rezeptor-Typen gefundene, extrem hohe Kurvensteilheit auffallig. Da sich eine
solche Kurvenform im Rahmen von kinetischen Experimenten mit Membransus-
pensionen aus Hausschwein-Herzventrikel-Gewebe nicht zeigte, stellte sich die
Frage, ob dies methodisch bedingt sein kdnnte.

Zum Start der Dissoziationsmessung wurde der Reaktionsansatz einem Gemisch
von Atropin und einer bestimmten TD32-Konzentration zugegeben (siehe 2.3.2.2)
und es ist denkbar, dass die Gleichgewichtsbindung von TD32 an Antagonist-
besetzten Rezeptoren nicht sofort eintritt. Dies kdnnte besonders bei niedrigen
Konzentrationen zu einer Unterschatzung seiner dissoziationsverzogernden Wir-
kung flihren und so die auffallend steilen Konzentrations-Effekt-Kurven erklaren.
Um TD32 mehr Zeit zur Gleichgewichtseinstellung seiner Bindung zu geben, wurde
die Versuchsmethodik modifiziert. TD32 wurde bereits in der Versuchsphase vor
dem Zusatz von Atropin mit der Rezeptor-haltigen Membransuspension und dem
Radioliganden inkubiert. Nach Verstreichen der bis zur Gleichgewichtseinstellung
der [3H]NMS-Bindung erforderlichen Zeit, die nach Gleichung 2.18 ermittelt wurde
und vom verwendeten Rezeptor-Typ abhdngt, wurde die Dissoziationsmessung
durch die Zugabe der Atropin-Lésung gestartet. Die weitere Versuchsdurchfiihrung
sowie die Probenaufbereitung wurde unverandert Gibernommen.

Wegen der positiv kooperativen Wirkung von TD32 mit [3H]NMS musste fir jede
TD32-Konzentration die Hohe der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung, von der aus
die nachfolgende Dissoziationsmessung ausging, separat bestimmt werden. Dazu
wurde nach der Vorinkubation nur in jeweils zwei der vier auf identische Art vor-
bereiteten Kontroll-Ansatze Atropin-Ldsung einpipettiert, die beiden verbliebenen
Ansatze wurden zur Bestimmung der individuellen Gesamtbindung herangezogen.
Innerhalb dieser Versuchsreihe wurden neben dem Ms-Wildtyp-Rezeptor mit M,
Tyr — GIn auch ein M-artiger Rezeptor untersucht. Die mit diesen Rezeptor-
Typen erzielten Befunde finden sich in Abbildung 3.28 und Tabelle 3.30.

Trotz der modifizierten Versuchsmethodik blieb die signifikant erhdhte Kurven-
steilheit im Prinzip erhalten. Im Falle des M,-artigen Rezeptors hat der Steigungs-
koeffizient um etwa 0,9 Einheiten abgenommen, fiir den Ms-Wildtyp-Rezeptor ist
er um weitere 0,3 Einheiten angewachsen. Die hohe Kurvensteilheit ist demnach

nicht auf eine zu kurze Einwirkzeit von TD32 zuriickzufiihren.
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3.3 Epitopabhangigkeit der Affinitat ausgewahlter Modulatoren an [3H]NMS-besetzten humanen
M,-Rezeptoren unter Verwendung von Membransuspensionen aus COS7-Zellen

1254 . Mz 177Tyr g Gln
e Ms-Wildtyp
100

754

k1 [%]

50+

257

Geschwindigkeit der
[3H]NMS-Dissoziation

-9 8 -7 % 5 4 -3
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Abbildung 3.28: Konzentrations-Effekt-Kurven von TD32 zur Illustration seines Einflusses auf die
Geschwindigkeit der [3H]NMS-Dissoziation von humanen fiir M, Y"Tyr — GIn bzw. Ms-Wildtyp-
Rezeptoren in Na-K-Phosphat-Puffer bei pH 7,4 und 23 °C. TD32 wurde schon vor dem Zusatz der
Atropin-Lésung zur Messung der [3H]NMS-Dissoziation dem Versuchsansatz hinzugegeben. Die
notwendige Zeit bis zur Gleichgewichtsbindung von [3H]NMS wurde anhand von Gleichung 2.18
ermittelt; sie betrug im Fall der héchsten Versuchskonzentration fiir M, ’Tyr — Gln 1,2 h und fiir
den Ms-Wildtyp-Rezeptor 25,4 h. Ordinate: Apparente Geschwindigkeitskonstante k.; der [3H]NMS-
Dissoziation in Prozent bezogen auf die Kontrolle in Abwesenheit des Modulators; Abszisse: deka-
discher Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration. Dargestellt sind die Mittelwerte + de-
ren Standardfehler aus vier bis sechs unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.

Untersuchter PECo,saiss Ny Min

Rezeptor-Typ [%]

M, Y Tyr - GIn 5,79 + 0,05° P<00t  _1 82 + (,32° 5,6 £ 10,0™
Ms-Wildtyp 5,45 + 0,06 -3,64 + 1,53° 61,9 + 5,8°

Tabelle 3.30: Auf der Basis der Konzentrations-Effekt-Kurven aus Abbildung 3.28 ermittelte Pa-
rameter. *™: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu —1 bzw. des
unteren Kurvenplateaus Min zu 0 % (F-Test); *°: Signifikanter Unterschied des PECo,sdiss-Wertes der
M, "Tyr — GIn-Einzelmutation zu dem des Ms-Wildtyps (ungepaarter t-Test). Angegeben sind
die Mittelwerte = deren Standardfehler aus vier bis sechs unabhangigen Experimenten mit Dop-
pelbestimmung.

Unter der Vorinkubation ist die Affinitat von TD32 zu beiden [3H]NMS-besetzten
Rezeptor-Typen signifikant angestiegen. Der pECy sqiss-Wert nahm fiir die M, Y Tyr
— GIn-Einzelmutation um etwa 0,4 Dekaden zu (p < 0,01; ungepaarter t-Test),
im Falle des Ms-Wildtyp-Rezeptors waren es 0,2 Dekaden (p = 0,03; ungepaarter
t-Test).
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3. Ergebnisse

Bei diesen Studien war es mdglich, orientierend den Einfluss von TD32 auf die H6-
he [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung an beiden untersuchten Rezeptor-Typen zu
erfassen (siehe Abbildung 3.29), denn im Gegensatz zu den Ubrigen [3H]NMS-
Dissoziationsexperimenten mit Membransuspensionen aus COS7-Zellen wurde hier
eine Vorinkubation des Versuchsansatzes mit den Alloster vorgenommen. Es zeigte
sich eine positive Kooperativitdt von TD32 gegeniiber [3H]NMS an der M, "Tyr

— GIn-Einzelmutation sowie eine negative am Ms-Wildtyp-Rezeptor.

= M, ""Tyr - GIn
e Ms-Wildtyp

Spezifische
[3H]NMS-Bindung [%]

(O]
o
1

o
L

-8 -7 % -5 -4
TD32 [logM]

Abbildung 3.29: Einfluss verschiedener Konzentrationen von TD32 auf die Gleichgewichtsbin-
dung von [3H]NMS an humanen M, Y’Tyrosin — Glutamin- bzw. Ms-Wildtyp-Rezeptoren in Na-K-
Phosphat-Puffer bei pH 7,4 und 23 °C. Die nichtlineare Regressionsanalyse der Messdaten anhand
des ternaren Modells wurde nicht vorgenommen, da die Affinitat von [3H]JNMS zu diesen beiden
Rezeptoren im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht bestimmt wurde. Ordinate: Spezifische
[3HINMS-Bindung in Prozent bezogen auf die spezifische Bindung des Radioliganden in Abwesen-
heit der Testsubstanz; Abszisse: dekadischer Logarithmus der molaren Modulator-Konzentration.
Angegeben sind die Mittelwerte + deren Standardfehler aus zwei bis sechs unabhdngigen Experi-
menten mit Doppelbestimmung. Dargestellt sind die Mittelwerte £ deren Standardfehler aus vier
bis sechs unabhangigen Experimenten mit Doppelbestimmung.

Bei genauerer Betrachtung von Abbildung 3.29 fallt der deutliche Abfall der
[3H]NMS-Bindung an der M, ’Tyr — GIn-Einzelmutation auf, wenn die TD32-
Konzentration von 3 pM auf 10 yM erhdht wird. Dieser Befund kdnnte auf den L6-
sungsvermittler Dimethylsulfoxid (DMSO) zurlickzuflihren sein, fir den ein kon-
zentrationsabhangiger Eigeneffekt auf die Interaktion allosterischer Modulatoren

mit Muskarin-Rezeptoren bekannt ist (Dittmann, 2003). Ein Zusatz von annahernd
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3.3 Epitopabhangigkeit der Affinitat ausgewahlter Modulatoren an [3H]NMS-besetzten humanen
M,-Rezeptoren unter Verwendung von Membransuspensionen aus COS7-Zellen

3,5 % DMSO war erforderlich, um eine 10 mikromolare, wassrige Losung von
TD32 herzustellen. Denkbar ist aber auch, dass zum Filtrationszeitpunkt noch kein

Gleichgewicht zwischen dem Rezeptor und den Liganden vorlag.
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Bindung Silizium-
haltiger allosterischer Modulatoren an M,-Rezeptoren des
Hausschwein-Herzens unter Mg-Phosphat-Tris-Inkubations-

bedingungen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt flinfzehn verschiedene Sili-
zium-haltige allosterische Testsubstanzen untersucht. Dabei zeigte sich, dass alle
getesteten Verbindungen in der Lage sind, die Dissoziation des orthosterischen
Radioliganden [3H]AMMethylscopolamin von M,-Rezeptoren des Hausschwein-
Herzens unter Mg-Phosphat-Tris-Inkubationsbedingungen konzentrationsabhangig
zu verlangsamen und sie im Bereich hoher Konzentrationen vollstandig aufzuhe-
ben. Von einer Ausnahme (TD22) abgesehen, handelt es sich bei allen Verbindun-
gen um hochpotente allosterische Modulatoren, von denen bereits submikromolare
Konzentrationen ausreichen, um einem messbaren Einfluss auf die Geschwindig-

keit der [3H]NMS-Dissoziation zu nehmen (siehe 3.2).
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4.1 Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Bindung Silizium-haltiger allosterischer Modulatoren an
M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens unter Mg-Phosphat-Tris-Inkubationsbedingungen

Durch den Uberwiegenden Teil der untersuchten Modulatoren ist eine Erhdhung
der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung mdglich, die bei sechs Verbindungen (TD14,
TD16, TD18, TD19, TD20 und TD32) sehr stark ausgepragt ist. Die Affinitat dieser
Modulatoren ist an Antagonist-besetzten M,-Rezeptoren etwa zehn- bis zwanzig-
fach hoher als an freien Rezeptoren (siehe 3.2).

Die strukturellen Modifizierungen von TD2, die von Daiss (2004) vorgenommen
wurden und aus denen die in dieser Arbeit untersuchten Verbindungen hervorgin-

gen, sind in Abbildung 4.1 veranschaulicht.

Substitution
Substitution durch einen
durch einen Methylierung - Succinimid-
Succinimid- Demethyllerung Rest
Rest
—
(0]
/ H3C N
N/\/\S'f\/\/\/@\/\/ i I: ] \
/ { CH s
Methylierung o) Methylierung
— Substltutlon
Substitution durch einen
durch einen Methylierung Naphthalimid-
Naphthalimid- Rest
Rest

Abbildung 4.1: Strukturvariationen von TD2, die einzeln oder kombiniert zu den innerhalb dieser
Arbeit untersuchten Silizium-haltigen Modulatoren gefiihrt haben.

4.1.1 Struktur-Wirkungs-Beziehungen an [3H]NMS-besetzten M,-
Rezeptoren

Die Veranderungen der Affinitdt Silizium-haltiger Verbindungen zu Antagonist-
besetzten M,-Rezeptoren, die durch die Strukturvariationen erzielt wurden, fallen
zumeist recht gering aus. Abbildung 4.2 zeigt die pECy sdqiss-Werte aller untersuch-

ten Silizium-haltigen Verbindungen in Form eines Sdulendiagrammes.
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4. Diskussion
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Abbildung 4.2: Affinitdten der innerhalb dieser Arbeit untersuchten Silizium-haltigen Modulatoren
zu [3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH
7,3 und 37°C. Ordinate: Affinitat der Testsubstanzen ausgedruickt durch pEC, sqss-Werte, d.h. die
negativen dekadischen Logarithmen der halbmaximal wirksamen Konzentrationen zur Verzégerung
der [3H]NMS-Dissoziation; Abszisse: Bezeichnungen der Testsubstanzen und im Vergleich zu TD2
vorgenommene strukturelle Modifikation(en) (in Klammern). RMN* bzw. RMSi: Laterale Ring-
Methylierung auf der Ammonium- bzw. Silizium-Seite; ZMN* bzw. ZMSi: Zwischenketten-
Methylierung auf der Ammonium- bzw. Silizium-Seite; NN* bzw. NSi: Naphthalimid-Einfiihrung auf
der Ammonium- bzw. Silizium-Seite; SN* bzw. SSi: Succinimid-Einfiihrung auf der Ammonium-
bzw. Silizium-Seite; NN: Naphthalimid-Einfihrung auf der Seite des tertidren Amins. *: Signifikan-
ter Unterschied des betreffenden pEC, sqiss-Wertes zu demjenigen von TD2 (ungepaarter t-Test).
Falls zwei Veranderungen zugleich vorgenommen wurden, sind diese durch einen Schragstrich
getrennt angegeben.

Die Affinitdt der untersuchten Silizium-haltigen Verbindungen zu [3H]NMS-
besetzten Rezeptoren bleibt weitgehend unverandert, solange der quartare Stick-
stoff und zumindest ein endstandiger aromatischer Substituent erhalten bleiben.
Ein deutlicher Affinitatsverlust von anndahernd 0,9 Dekaden resultiert hingegen aus
dem Austausch des quartaren Stickstoffes von TD14 durch einen tertiagren Stick-
stoff in TD32. Da ungeladene Silizium-haltige Substanzen wohl keine nennenswer-
te Affinitat zu [3H]NMS-besetzten Rezeptoren besitzen (vergleiche 1.4), ist ein
permanent positiv geladener quartarer Stickstoff fur die Rezeptor-Interaktion of-

fenbar am glinstigsten. Noch ausgepragter wirkt sich die beidseitige Substitution

114



4.1 Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Bindung Silizium-haltiger allosterischer Modulatoren an
M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens unter Mg-Phosphat-Tris-Inkubationsbedingungen

der Phthalimid-Reste von TD2 durch ein nichtaromatisches Succinimid (TD22) auf
den pECy sqiss-Wert aus, die Affinitatsdifferenz betragt hier etwa 2,4 Dekaden.

Die vorliegenden Befunde zeigen, dass flir die hochaffine Bindung der Silizium-
haltigen Modulatoren an [3H]NMS-besetzten Rezeptoren mindestens eine end-
standige aromatische Gruppe erforderlich ist. Dabei spielt es eine Rolle, ob sich
der verbliebene aromatische Rest auf der Silizium- (TD19) oder Ammonium-Seite
(TD25) befindet. Im ersteren Fall bleibt die Affinitdt gegenliber TD2 unverandert
(p = 0,59), im letzteren fallt sie signifikant um 0,4 Dekaden ab (p = 0,01), so dass
sich fir eine hohe Affinitat der aromatische Rest auf der Silizium-Seite befinden
muss.

Die Art der aromatischen Gruppe hingegen hat im Vergleich zu TD2 vermutlich
keinen Einfluss auf die Modulator-Affinitat. Eine ein- wie auch eine beidseitige
Substitution der Phthalimid-Reste von TD2 durch Methylphthalimid (TD12, TD17
und TD21) oder durch Naphthalimid (TD14, TD15 und TD16) zieht nur leichte,
statistisch nicht signifikante Verschiebungen des pECy sqiss-Wertes nach sich (siehe
auch Tabelle 7.1). Allerdings scheinen diese Affinitats-Veranderungen systema-
tisch zu sein, solange eine Phthalimid-Gruppe erhalten bleibt. TD21 und TD16 be-
sitzen auf der Silizium-Seite mit Methylphthalimid bzw. Naphthalimid einen Substi-
tuenten, der groBer als der Phthalimid-Rest auf der Ammonium-Seite ist. Im Ver-
gleich zu TD12 bzw. TD15, bei denen sich der groBere laterale Rest jeweils auf der
Ammonium-Seite befindet, ist der pECosdiss-Wert von TD21 und TD16 signifikant
hoher (siehe auch Tabelle 7.1). Die Effekte, die sich aus der einseitigen Modifikati-
on der Phthalimid-Gruppen von TD2 ergeben, scheinen somit einem einheitlichen

Muster zu folgen.

4.1.2 Struktur-Wirkungs-Beziehungen an freien M,-Rezeptoren

Die Auswirkungen der vorgenommenen Strukturmodifikationen auf die Affinitat
der Silizium-haltigen Verbindungen zu freien M,-Rezeptoren sind sehr unterschied-
lich, der Unterschied gegenliber TD2 ist jedoch nur selten signifikant. Dartber
hinaus ist eine Systematik zumeist nicht erkennbar. Abbildung 4.3 belegt dies

durch Gegentiberstellung aller innerhalb dieser Arbeit ermittelten pKa-Werte.

115



4. Diskussion

8,0
7,54
el
7,0
-+ *
— 65_ —1
%J ! T T - =
T = T
1
< 6,07 T
N — X
S il
5,51
5,0 *
4,54 ﬂ
4’0 o e T T L T T e T T e S
N F &g = 1 e e e
Fzs2zsz2222 233 =2
2 &£ ry = N =z - << g ~ =~~~ =
y - &£ N - ¥~ o t £ o+ + + + =
N N Z o & 0 Z =z =z vz v
— A s OO N 0O - T =z &£ [
N F g O F [ T o o O n m ™M
~ = F A9 «© A N A e
~ F A p F F F
(=) =
|_

Abbildung 4.3: Affinitaten der innerhalb dieser Arbeit untersuchten Silizium-haltigen Modulatoren
zu freien M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und
37°C. Ordinate: Affinitdt der Testsubstanzen ausgedriickt durch den pKs-Wert, d.h. den negativen
dekadischen Logarithmus der Gleichgewichts-Dissoziationskonstanten fiir die Bindung an freien
Rezeptoren; Abszisse: Bezeichnungen der Testsubstanzen und im Vergleich zu TD2 vorgenomme-
ne strukturelle Modifikation(en) (in Klammern). RMN* bzw. RMSi: Laterale Ring-Methylierung auf
der Ammonium- bzw. Silizium-Seite; ZMN* bzw. ZMSi: Zwischenketten-Methylierung auf der Am-
monium- bzw. Silizium-Seite; NN* bzw. NSi: Naphthalimid-Einfihrung auf der Ammonium- bzw.
Silizium-Seite; SN* bzw. SSi: Succinimid-Einfihrung auf der Ammonium- bzw. Silizium-Seite; NN:
Naphthalimid-Einflihrung auf der Seite des tertidren Amins. *: Signifikanter Unterschied des betref-
fenden pK,-Wertes zu demjenigen von TD2 (ungepaarter t-Test). Falls zwei Veranderungen
zugleich vorgenommen wurden, sind diese durch einen Schragstrich getrennt angegeben.

Eine ein- (TD12 und TD21) oder beidseitige laterale Methylierung (TD17) von TD2
hat keinen Einfluss auf die Modulator-Affinitat zu freien Rezeptoren (siehe auch
Tabelle 7.2). Dies gilt in ahnlicher Weise auch flir die beiden untersuchten Formen
der Methylierung der Propyl-Zwischenkette (TD23 und TD24). Der pKa-Wert von
TD24 ist gegeniiber TD2 zwar signifikant erhdht (p < 0,01), aber der Affinitatsun-
terschied betragt zwischen beiden Verbindungen nur etwa 0,2 Dekaden. Aus der
Substitution der Naphthalimid-Gruppe der Silizium-Seite in TD14 durch Phthalimid
(TD15), Methylphthalimid (TD20), oder durch Succinimid (TD25) ergibt sich in al-

len drei Fallen eine signifikante Zunahme des pKa-Wertes (siehe auch Tabelle 7.2).
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4.1 Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Bindung Silizium-haltiger allosterischer Modulatoren an
M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens unter Mg-Phosphat-Tris-Inkubationsbedingungen

Diese Befunde lassen daher den Schluss zu, dass die Einfliihrung eines im Ver-
gleich zu Naphthalimid kleineren Restes die Interaktion mit freien M,-Rezeptoren
erleichtert.

Im Gegensatz dazu hat der Austausch des Naphthalimid-Substituenten der Ammo-
nium-Seite in TD14 durch Phthalimid (TD16), Methylphthalimid (TD18) oder Suc-
cinimid (TD19) jeweils keinen signifikanten Einfluss auf den pKa-Wert (siehe auch
Tabelle 7.2). Es kann daher vermutet werden, dass die Interaktion mit freien M-
Rezeptoren ohne Beteiligung dieses Molekilendes zustande kommt.

Der Austausch des quartdren Stickstoffes (TD14) durch einen tertigren (TD32)
verandert den pKa-Wert nicht signifikant (p = 0,65). Fur die Interaktion der Silizi-
um-haltigen Verbindungen mit freien M,-Rezeptoren ist es daher vermutlich ohne

Bedeutung, ob eine permanente oder eine temporare Positiv-Ladung vorliegt.

4.1.3 Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Kooperativitat mit
[3H]NMS

Die Kooperativitat einer Substanz ist ein abgeleiteter Parameter, der von dessen
Affinitat an besetzten und freien Rezeptoren abhdngt. So ist eine Erhdhung des
pa-Wertes entweder durch den Anstieg des pECy sqiss-Wertes oder eine Absenkung
des pKa-Wertes moglich. In die Betrachtung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen
der Kooperativitat mit [3H]JNMS sollen daher, soweit mdglich, die in 4.1.1 bzw.
4.1.2 diskutierten Aspekte miteinbezogen werden. Abbildung 4.4, die samtliche im
Zuge dieser Arbeit ermittelten po-Werte gegentiberstellt, fasst den Einfluss der
verschiedenen Strukturmodifikationen auf die [3H]NMS-Bindung zusammen.

Die allermeisten untersuchten Silizium-haltigen Verbindungen verhalten sich posi-
tiv kooperativ gegentiber [3H]NMS. Diese Modulatoren sind sehr unterschiedlich
aufgebaut, haben jedoch als gemeinsames Strukturelement einen aromatischen
Substituenten auf der Silizium-Seite, der flir die Bindungsférderung offenbar es-
sentiell ist. Sobald an dieser Position ein nichtaromatisches Succinimid eingeflihrt
wird, kehrt sich die Kooperativitat in den negativen Bereich um (TD22 und TD25),
wobei es offenbar ohne Bedeutung ist, welcher Rest auf der Ammonium-Seite vor-

liegt.
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4. Diskussion

Es kann davon ausgegangen werden, dass diese Kooperativitdtsumkehr auf eine
Erhéhung der Affinitat zu freien Rezeptoren zurlickzuftihren ist. So kommt es je-
weils zu einer deutlichen Zunahme des pKa-Wertes, wenn der Phthalimid-Rest von
TD15, der Methylphthalimid-Rest von TD20 oder der Naphthalimid-Rest der Silizi-
um-Seite von TD14 durch Succinimid (TD25) ersetzt wird.
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Abbildung 4.4: Beeinflussung der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung durch samtliche im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Silizium-haltigen Modulatoren an M,-Rezeptoren des Hausschwein-
Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37°C. Ordinate: Einfluss der Testsubstanzen
auf das Bindungsgleichgewicht des Orthosters [3H]NMS ausgedriickt durch den negativen dekadi-
schen Logarithmus des Kooperativitdtsfaktors; Abszisse: Bezeichnungen der Testsubstanzen und
im Vergleich zu TD2 vorgenommene strukturelle Modifikation(en) (in Klammern). RMN* bzw. RMSi:
Laterale Ring-Methylierung auf der Ammonium- bzw. Silizium-Seite; ZMN* bzw. ZMSi: Zwischenket-
ten-Methylierung auf der Ammonium- bzw. Silizium-Seite; NN* bzw. NSi: Naphthalimid-Einfiihrung
auf der Ammonium- bzw. Silizium-Seite; SN* bzw. SSi: Succinimid-Einflihrung auf der Ammonium-
bzw. Silizium-Seite; NN: Naphthalimid-Einflihrung auf der Seite des tertidaren Amins. *: Signifikan-
ter Unterschied des betreffenden pa-Wertes zu demjenigen von TD2 (ungepaarter t-Test). Falls
zwei Veranderungen zugleich vorgenommen wurden, sind diese durch einen Schragstrich getrennt
angegeben.

Unabhangig von der Einfihrung des Succinimid-Substituenten scheint es flir die

Auswirkungen struktureller Modifikation auf die Kooperativitat von entscheidender

118



4.2 Vergleich der Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Silizium-haltigen Verbindungen
mit denen strukturell nahestehender Modulatoren

Bedeutung zu sein, an welchem Molekiilende sie durchgefiihrt werden. Die Varia-
tion der Ammonium-Seite hat zumeist keinen Einfluss auf den poa-Wert. TD14,
TD16, TD18 und TD19 enthalten an dieser Seite unterschiedliche Reste (Naphtha-
limid, Phthalimid, Methylphthalimid bzw. Succinimid), ihre Kooperativitaten unter-
scheiden sich jedoch nicht signifikant voneinander (siehe auch Tabelle 7.3). Dar-
Uber hinaus bleibt die Kooperativitdt in dhnlichem AusmaB erhalten, wenn die
Phthalimid-Gruppe der Ammonium-Seite von TD2 durch Methylphthalimid (TD12)
oder durch Naphthalimid (TD15) substituiert wird.

Demgegeniber zeigt sich fir die Veranderung der Silizium-Seite ein vollig anderes
Bild. Die Effekte von TD14, TD15, TD20 und TD25, die mit Naphthalimid, Phthali-
mid, Methylphtalimid und Succinimid verschiedene Substituenten tragen, auf die
[3H]NMS-Gleichgewichtsbindung sind sehr unterschiedlich (siehe auch Tabelle
7.3). Dafir sind die ausgepragten Affinitats-Differenzen zu freien Rezeptoren ver-
antwortlich (siehe Abbildung 4.3). Zudem resultiert aus der Substitution des
Phthalimid-Restes des Silizium-Seite von TD2 durch Naphthalimid (TD16) oder
Methylphthalimid (TD21) eine signifikante Erh6hung des pa-Wertes.

Die Demethylierung des quartaren Stickstoff-Atoms von TD14 (TD32) hat keinen
Einfluss auf die Kooperativitat mit [3H]NMS, ein signifikanter Unterschied zwischen

den pa-Werten beider Modulatoren besteht nicht (p = 0,13).

4.2 Vergleich der Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Silizi-
um-haltigen Verbindungen mit denen strukturell nahestehen-

der Modulatoren

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Gruppe von Testsubstanzen ist struktu-
rell eng verwandt mit zwei anderen Klassen von allosterischen Modulatoren. An
erster Stelle sind die vor dem Hintergrund vielzéhliger Fragestellungen sehr detail-
liert untersuchten Hexan-Bisammonium-Verbindungen als wichtigste Vertreter der
Alkan-Bisammonium-Modulatoren zu nennen. Aus diesen sind die innerhalb der
vorliegenden Arbeit eingesetzten Substanzen durch singuldren N*/Si-Austausch

hervorgegangen. Dariiber hinaus gibt es eine weitere Gruppe von Silizium-haltigen
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Modulatoren, die im zentralen Bereich des Molekiils eine Pentyl- statt einer Hexyl-
Kette enthalten. Das allosterische Verhalten dieser Verbindungen wurden von Du-
da-Johner (2002) eingehend untersucht. Die Struktur-Wirkungs-Beziehungen die-

ser drei Modulator-Gruppen sollen nachfolgend miteinander verglichen werden.

4.2.1 Bedeutung der Kettenldange fiir die Struktur-Wirkungs-Bezie-

hungen der Silizium-haltigen Modulatoren

Bei beiden Gruppen von Silizum-haltigen Verbindungen findet sich ein Vertreter,
der zwei endstdandige Phthalimid-Reste enthdlt (TD2 bzw. W84-Si;/5 in Duda-
Johner, 2002). Diese Ausgangsverbindungen wurden jeweils schrittweise durch
Austausch der Phthalimid-Gruppen durch Naphthalimid verandert. Die Abbildungen
4.5, 4.6 und 4.7 vergleichen die Auswirkungen dieser Strukturmodifikationen auf
die Affinitat zu [3H]NMS-besetzten bzw. freien Rezeptoren sowie die Kooperativitat
mit [3H]JNMS miteinander.
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Abbildung 4.5: Affinitaten ausgewahlter Silizium-haltiger Modulatoren mit zentraler Hexyl- (diese
Arbeit) oder Pentyl-Briicke (Duda-Johner, 2002) zu [3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren des Haus-
schwein-Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37°C. Die [3H]NMS-Konzentration
betrug in allen Féllen 0,2 nM. Ordinate: Affinitét der Testsubstanzen ausgedriickt durch pECg sgiss
Werte; Abszisse: Vorgenommene strukturelle Modifikation(en). Ausg.-V.: Ausgangsverbindung mit
zwei lateralen Phthalimid-Resten; NN* bzw. NSi: Naphthalimid-Einfiihrung auf der Ammonium-
oder der Silizium-Seite; NN*/NSi: Naphthalimid-Einfihrung auf der Ammonium- und der Silizium-
Seite. "™: Nicht signifikanter Unterschied des betreffenden pEC,sqiss-Wertes zu demjenigen der
Ausgangsverbindung (ungepaarter t-Test). *: Signifikanter Unterschied zwischen den pEC sgiss-
Werten der betreffenden homologen Verbindungen (ungepaarter t-Test).
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Abbildung 4.6: Affinitdten ausgewahlter Silizium-haltiger Modulatoren mit zentraler Hexyl- (diese
Arbeit) oder Pentyl-Briicke (Duda-Johner, 2002) zu freien M,-Rezeptoren des Hausschwein-Her-
zens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37°C. Die [3H]NMS-Konzentration betrug in allen
Fallen 0,2 nM. Ordinate: Affinitat der Testsubstanzen ausgedriickt durch pKs-Werte; Abszisse:
Vorgenommene strukturelle Modifikation(en). Ausg.-V.: Ausgangsverbindung mit zwei lateralen
Phthalimid-Resten; NN* bzw. NSi: Naphthalimid-Einfuhrung auf der Ammonium- oder der Silizium-
Seite; NN*/NSi: Naphthalimid-Einfiihrung auf der Ammonium- und der Silizium-Seite. ¥™: Signifi-
kanter/nicht signifikanter Unterschied des betreffenden pK,-Wertes zu demjenigen der Ausgangs-
verbindung (ungepaarter t-Test). Bei allen vier Paaren von homologen Verbindungen besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden pK,-Werten (ungepaarter t-Test).
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Abbildung 4.7: Beeinflussung der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung durch ausgewahlte Silizium-
haltige Modulatoren mit zentraler Hexyl- (diese Arbeit) oder Pentyl-Briicke (Duda-Johner, 2002) an
M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37°C. Die
[3H]NMS-Konzentration betrug in allen Fallen 0,2 nM. Ordinate: Einfluss der Testsubstanzen auf
das Bindungsgleichgewicht des Orthosters [3H]NMS ausgedrtickt durch den negativen dekadischen
Logarithmus des Kooperativitdtsfaktors o; Abszisse: Vorgenommene strukturelle Modifikation(en).
Ausg.-V.: Ausgangsverbindung mit zwei lateralen Phthalimid-Resten; NN* bzw. NSi: Naphthalimid-
Einfuhrung auf der Ammonium- oder der Silizium-Seite; NN*/NSi: Naphthalimid-Einfiihrung auf der
Ammonium- und der Silizium-Seite. ¥™: Signifikanter/nicht signifikanter Unterschied des betreffen-
den pa-Wertes zu demjenigen der Ausgangsverbindung (ungepaarter t-Test). *: Signifikanter Un-
terschied zwischen den po-Werten der beiden homologen Verbindungen (ungepaarter t-Test).
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Beide Gruppen von Silizium-haltigen Verbindungen weisen parallele Struktur-
Wirkungs-Beziehungen beziiglich der Affinitat zu [3H]NMS-besetzten Rezeptoren
auf. Der Unterschied der pECysdiss-Werte zwischen beiden Ausgangsverbindungen
betragt 0,35 Dekaden (siehe Abbildung 4.5) und bleibt trotz ein- oder zweifacher
Naphthalimid-Substitution nahezu unverandert bestehen.

Die ein- oder zweifache Einfliihrung eines Naphthalimid-Substituenten hat auch fir
die Affinitat der beiden Gruppen von Silizium-haltigen Verbindungen zu freien Re-
zeptoren identische Auswirkungen (siehe Abbildung 4.6). Der hochste pKa-Wert
kann jeweils durch Variation der Ammonium-Seite erreicht werden, der Affinitats-
Gewinn gegentiber der Ausgangsverbindung ist flir beide Modulator-Gruppen sig-
nifikant. Der Austausch der Phthalimid-Gruppe auf der Silizium-Seite der Aus-
gangsverbindung durch Naphthalimid hingegen hat jeweils keinen Einfluss auf den
pKa-Wert, dies gilt auch, wenn in diesen Mono-Naphthalimid-Derivaten zusatzlich
der verbliebene Phthalimid-Rest auf der Ammonium-Seite durch Naphthalimid er-
setzt wird.

Die Auswirkungen der strukturellen Modifikation hinsichtlich der Kooperativitat mit
[3H]NMS sind flir beide Gruppen von Substanzen recht ahnlich (siehe Abbildung
4.7). Aus der einseitigen Variation der Silizium-Seite resultiert jeweils eine signifi-
kante Erh6hung des po-Wertes gegenliber der Ausgangsverbindung. Dieser Koo-
perativitats-Gewinn geht in beiden Fallen wieder verloren, wenn zusatzlich die
Ammonium-Seite modifiziert wird. Die einseitige Naphthalimid-Substitution am
Ammonium-Ende der Ausgangsverbindung hat hingegen unterschiedliche Auswir-
kungen. Bei den Verbindungen mit einer Pentyl-Briicke bleibt der pa-Wert statis-
tisch unverandert, wahrend er bei den langerkettigen Substanzen signifikant ab-

nimmt. Allerdings fallt dieser Verlust mit weniger als 0,2 Einheiten sehr gering aus.

4.2.2 Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Silizium-haltigen Modu-

latoren im Vergleich zu analogen Alkan-Bisammonium-Substanzen

Die Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Substanzen vom Hexan-Bisammonium-
Typ sind gut bekannt (z.B. Kostenis et al., 1994; Staudt et al., 1998; Nassif-Makki
et al., 1999; Bender et al., 2000; Botero Cid et al., 2000; Holzgrabe et al., 2000; Li
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et al., 2001; Balatkova, 2002; Raasch et al., 2002; Gilsbach et al., 2003; Mohr et
al., 2003; Muth et al., 2003; Muth et al., 2005), was einen Vergleich mit den

Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Silizium-haltigen Verbindungen erlaubt.

4.2.2.1 Einfluss lateraler Molekiilvariationen

Die Abbildungen 4.8, 4.9 und 4.10 veranschaulichen flir beide Modulator-Klassen
die Veranderungen des pECosdiss-, pPKa- und pa-Wertes infolge einer ein- oder
beidseitigen Substitution der Phthalimid-Gruppe in TD2 bzw. W84 durch einen Me-
thylphthalimid- oder Naphthalimid-Rest.
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Abbildung 4.8: Affinitaten ausgewahlter Silizium-haltiger Modulatoren (diese Arbeit) bzw. Silizi-
um-freier Analog-Verbindungen (Muth et al., 2003) zu [3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren des
Hausschwein-Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37°C. Die [3H]NMS-Konzentra-
tion betrug in allen Féllen 0,2 nM. Ordinate: Affinitdt der Testsubstanzen ausgedriickt durch
PEC saiss-Werte; Abszisse: Vorgenommene strukturelle Modifikation(en) der Silizium-haltigen Ver-
bindungen. RMN* bzw. RMSi: Laterale Ring-Methylierung der Ammonium- bzw. Silizium-Seite; NN*
bzw. NSi: Naphthalimid-Einfihrung auf der Ammonium- bzw. Silizium-Seite. Falls zwei Verande-
rungen zugleich am Ausgangsmolekiil vorgenommen wurden, sind diese durch einen Schragstrich
getrennt angegeben. Im Gegensatz zu den Silizium-haltigen Verbindungen sind die Hexan-Bis-
ammonium-Modulatoren symmetrisch aufgebaut, daher kann bei einseitigen Variationen nicht zwi-
schen zwei verschiedenen Fallen differenziert werden. *: Signifikanter Unterschied des betreffen-
den pECy,sqiss-Wertes zu demjenigen von TD2 bzw. W84 (ungepaarter t-Test).
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Abbildung 4.9: Affinitaten ausgewahlter Silizium-haltiger Modulatoren (diese Arbeit) bzw. Silizi-
um-freier Analog-Verbindungen (Muth et al., 2003) zu freien M,-Rezeptoren des Hausschwein-
Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und 37°C. Die [3H]NMS-Konzentration betrug in
allen Fallen 0,2 nM. Ordinate: Affinitat der Testsubstanzen ausgedriickt durch pK,-Werte; Abszisse:
Vorgenommene strukturelle Modifikation(en) der Silizium-haltigen Verbindungen. RMN* bzw. RMSi:
Laterale Ring-Methylierung der Ammonium- bzw. Silizium-Seite; NN bzw. NSi: Naphthalimid-
Einfihrung auf der Ammonium- bzw. Silizium-Seite. Falls zwei Verdnderungen zugleich am Aus-
gangsmolekil vorgenommen wurden, sind diese durch einen Schragstrich getrennt angegeben. Im
Gegensatz zu den Silizium-haltigen Verbindungen sind die Hexan-Bisammonium-Modulatoren
symmetrisch aufgebaut, daher kann bei einseitigen Variationen nicht zwischen zwei verschiedenen
Féllen differenziert werden. *: Signifikanter Unterschied des betreffenden pKa-Wertes zu demijeni-
gen von TD2 bzw. W84 (ungepaarter t-Test).

Die Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Silizium-haltigen Modulatoren unterschei-
den sich bezlglich aller drei Parameter deutlich von denen der Alkan-
Bisammonium-Verbindungen. Wahrend die betrachteten Strukturmodifikationen
keinen Einfluss auf die Affinitét der Silizium-haltigen Substanzen zu [3H]NMS-
besetzten Rezeptoren haben, resultiert aus jeder Variation von W84 ein signifikan-
ter Affinitats-Gewinn, wobei der pECy sqiss-Wert mit der GroBe des lateralen Restes
korreliert (siehe Abbildung 4.8).

Ein ahnliches Bild ergibt sich fir die Alkan-Bisammonium-Substanzen beziiglich
des pKa-Wertes. Auch dort flihrt jede Form der Variation zu einer signifikanten
Affinitats-Zunahme, die umso ausgepragter ist, je mehr der Modulator durch die
Lateralmodifikation vergroBert wird (siehe Abbildung 4.9). Im Gegensatz dazu fin-

det sich bei den Silizium-haltigen Verbindungen kein einheitliches Muster, tenden-
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tiell scheint der pKa-Wert jedoch mit zunehmendem Modulator-Volumen abzu-
nehmen.

Samtliche hier betrachteten Alkan-Bisammonium-Verbindungen verhalten sich ge-
genliber [3H]NMS negativ kooperativ, zudem ist der pa-Wert ungeachtet der
strukturellen Variationen von W84 weitgehend unverandert geblieben (siehe Ab-
bildung 4.10). Die zum Vergleich herangezogenen Silizium-haltigen Substanzen
sind hingegen allesamt positiv kooperativ und die meisten Strukturverdnderungen,
die ausgehend von TD2 vorgenommen wurden, haben einen ausgepragten Ein-

fluss auf die Kooperativitat mit [3H]NMS.
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Abbildung 4.10: Beeinflussung der [3H]NMS-Gleichgewichtsbindung durch ausgewdhlte Silizium-
haltiger Modulatoren (diese Arbeit) bzw. Silizium-freie Analog-Verbindungen (Muth et al., 2003) an
M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens in Mg-Phosphat-Tris-Puffer in Mg-Phosphat-Tris-Puffer
bei pH 7,3 und 37°C. Die [3H]JNMS-Konzentration betrug in allen Fallen 0,2 nM. Ordinate: Einfluss
der Testsubstanzen auf das Bindungsgleichgewicht des Orthosters [3H]NMS ausgedriickt durch
den negativen dekadischen Logarithmus des Kooperativitatsfaktors o; Abszisse: Vorgenommene
strukturelle Modifikation(en) der Silizium-haltigen Verbindungen. RMN* bzw. RMSi: Laterale Ring-
Methylierung der Ammonium- bzw. Silizium-Seite; NN* bzw. NSi: Naphthalimid-Einfiihrung auf der
Ammonium- bzw. Silizium-Seite. Falls zwei Verdnderungen zugleich am Ausgangsmolekiil vorge-
nommen wurden, sind diese durch einen Schragstrich getrennt angegeben. Im Gegensatz zu den
Silizium-haltigen Verbindungen sind die Hexan-Bisammonium-Modulatoren symmetrisch aufgebaut,
daher kann bei einseitigen Variationen nicht zwischen zwei verschiedenen Fallen differenziert wer-
den. Fur das W84-Derivat, welches beidseitig lateral ringmethyliert ist, wurde in der Literatur kein
Standardfehler genannt. *: Signifikanter Unterschied des betreffenden po-Wertes zu demjenigen
von TD2 bzw. W84 (ungepaarter t-Test).
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Vor dem Hintergrund einer einseitigen Succinimid-Substitution ergibt sich ein wei-
terer Unterschied zwischen den Silizium-haltigen Verbindungen und den Modulato-
ren vom Alkan-Bisammonium-Typ. Wird in TD14 ein Naphthalimid-Rest durch Suc-
cinimid ersetzt, bleibt der pECq sdiss-Wert unverandert (TD19) oder nimmt mit rund
0,3 Dekaden leicht ab (TD25). Demgegeniber fiihrt die Substitution einer Phtha-
limid-Gruppe von W84 durch Succinimid zu einem deutlichen Affinitatsverlust von
etwa einer Dekade (Bender et al., 2000). Auch wenn diese Modulatoren neben
Succinimid einen unterschiedlichen lateralen Rest enthalten (Naphthalimid bei den
Silizium-haltigen Verbindungen bzw. Phthalimid bei der Alkan-Bisammonium- Sub-
stanz), kann dennoch von abweichenden Struktur-Wirkungs-Beziehungen zwi-
schen beiden Modulator-Klassen gesprochen werden, da der pEC sqiss-Wert der
Silizium-haltigen Verbindungen unabhangig von der Art des aromatischen Restes
ist (siehe 4.1.1).

Wahrend Kostenis et al. (1994) und Voigtlander et al. (2003) vermuten, dass das
gesamte W84-Molekil mit dem [3H]NMS-besetzten M,-Rezeptor in Wechselwir-
kung tritt, trifft dies fir die Silizium-haltigen Verbindungen vermutlich nicht zu.
Durch die verschiedenen Formen der einseitigen Substitution in TD2 wird der
PECo sdiss-Wert nicht wesentlich verandert (siehe Abbildung 4.2), so dass das deri-
vatisierte Molekiilende fir Interaktion mit dem Rezeptorprotein anscheinend nicht
von Bedeutung ist. Es ware interessant, einseitig verkirzte Silizium-haltige Modu-
latoren zu untersuchen, bei denen die laterale Gruppe oder zusatzlich die angren-
zende Propyl-Kette entfernt wurde. Wenn die Affinitat erneut nur geringfligig ge-
andert wirde, konnte eine Analogie zum Bispyridiniuim-Derivat Duo3 angenom-
men werden. Fir diesen Modulator wurde postuliert, dass die Interaktion mit
[3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren nur etwa die Halfte des Molekiilgertstes erfor-
dert (Kostenis et al., 1994).

4.2.2.2 Einfluss verschiedener Zentralketten-Lingen

In der Literatur findet sich sowohl flir die Silizium-haltigen Substanzen als auch

fur die Alkan-Bisammonium-Verbindungen eine Arbeit, in der die Abhangigkeit

der Affinitat zu [3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren von der Lange des Modulators
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getestet wurde (Nassif-Makki et al., 1999 und Daiss et al., 2002). Untersucht
wurde jeweils eine Serie von Substanzen, bei welcher die Anzahl n der Kohlen-
stoff-Atome der Zentralkette zwischen den Heteroatomen (Si und N* bzw. N* und
N*) variiert wurde. Alle Verbindungen tragen als laterale Reste zwei Phthalimid-
Gruppen, ihre Affinitdten sind in Abbildung 4.11 dargestellt.
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Abbildung 4.11: Affinitaten unterschiedlich langer Silizium-haltiger Modulatoren (Daiss et al.,
2002) bzw. analoger Verbindungen vom Alkan-Bisammonium-Typ (Nassif-Makki et al., 1999) zu
[3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren des Hausschweins in Mg-Phosphat-Tris-Puffer bei pH 7,3 und
37 °C. Die [3H]NMS-Konzentration betrug in allen Fallen 0,2 nM. Ordinate: Affinitat der Testsub-
stenzen ausgedriickt durch pECqsass-Werte; Abszisse: Anzahl der Kohlenstoff-Atome der Zentral-
kette zwischen den Heteroatomen (Si und N* bzw. N* und N¥). *: Signifikanter Unterschied des
betreffenden pEC,sqss-Wertes zu demjenigen der jeweils affinsten Substanz (Pentyl-Derivat bei
den Silizium-haltigen Verbindungen bzw. Heptyl-Derivat bei den Alkan-Bisammonium-artigen Ver-
bindungen; ungepaarter t-Test). Bei den endstdndigen Resten handelt es sich in allen Fallen um
Phthalimid-Gruppen. Aus der Gruppe der Silizium-haltigen Verbindungen wurden Derivate mit zent-
raler Propyl- bzw. Decyl-Kette nicht untersucht.

Der potenteste Vertreter der Silizium-haltigen Modulatoren enthdlt eine Pentyl-
Kette, der Abstand zwischen den Silizium-Atom und dem quartaren Stickstoff be-
trigt etwa 8,1 A (persénliche Mitteilung von Daiss). Es findet sich kein signifikan-
ter Unterschied zum pEC sqiss-Wert des Butyl-Derivates, die Affinitdt bei den lan-
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gerkettigen Modulatoren ist hingegen zumeist signifikant vermindert. Bei den Ver-
bindungen vom Alkan-Bisammonium-Typ besitzt das Heptan-Derivat mit einem
Abstand zwischen beiden quartiren Stickstoffen von etwa 10,3 A die groBte Affini-
tat. Die Verkirzung der Zentralkette fuhrt in allen Féllen zu einem signifikanten
Affinitats-Verlust, wohingegen eine Verlangerung keinen Einfluss auf den pECo sgiss-
Wert hat.

Neben der fir die Affinitdt optimalen Kettenldnge unterscheiden sich somit auch
die Struktur-Wirkungs-Beziehungen beider Modulator-Gruppen deutlich voneinan-
der. Ausgehend vom Vertreter mit dem hdchsten pECy sqiss-Wert scheint bei den
TD2-artigen Substanzen eine Verlangerung der Zentralkette die Wechselwirkung
mit dem Rezeptor zu stéren. Flr die W84-Derivate sind die Verhadltnisse umge-
kehrt, dort wirkt sich die Verkirzung affinitatsvermindernd aus.

Die Silizium-haltigen Verbindungen nehmen beziglich der fir die Affinitat zu
[3H]NMS-besetzten Rezeptoren optimalen Kettenlange gegeniiber strukturell dhn-
lichen Modulator-Klassen offenbar eine Sonderstellung ein. Neben den Alkan-
Bisammonium-Verbindungen wurden in der Arbeit von Nassif-Makki et al. (1999)
zwei weitere Gruppen von homologen Substanzen auf ihre Affinitdt an [3H]NMS-
besetzten M;,-Rezeptoren untersucht. Es handelt sich dabei um Vertreter der
WDuo- bzw. IWDuo-Reihe, die ebenfalls eine lineare Struktur, zwei permanente
Positiv-Ladungen sowie zwei endsténdige Phthalimid-Gruppen aufweisen. Auch bei
diesen Modulator-Klassen betragt der Abstand zwischen den beiden Ladungen bei
den Vertretern mit der héchsten Affinitit anndhernd 10 A. Dies deckt sich gut mit
dem Heptan-Analogon von W84, weicht aber deutlich von dem potentesten Silizi-

um-haltigen Modulator ab.

4.3 Bedeutung der Zusammensetzung des Inkubationspuffers
fir die Affinitat der Silizium-haltigen Modulatoren an
[3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die pECy sdiss-Werte der Modulatoren W84, TD2,
TD14, TD15, TD16 und TD32 an [3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren sowohl in Mg-
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Phosphat-Tris-Puffer (siehe 3.2) als auch in Na-K-Phosphat-Puffer (siehe 3.3) er-
mittelt. Dies erdffnet die Beurteilung des Einflusses des Inkubationsmilieus auf die
Affinitdten der Substanzen an [3H]NMS-besetzten Rezeptoren.

Zu berlcksichtigen ist allerdings, dass neben den unterschiedlichen Inkubations-
puffern auch M,-Rezeptoren verschiedener Herkunft (porcin bei den Studien in
Mg-Phosphat-Tris-Puffer bzw. human bei denjenigen in Na-K-Phosphat-Puffer)
verwendet wurden. Zur Abschatzung der Bedeutung dieses Unterschiedes wurden
fur W84 und TD2 die pECysdiss-Werte dieser Arbeit, die unter Einsatz von Na-K-
Phosphat-Puffer und humanen M,-Rezeptoren zustande kamen, mit einigen
PECo,sdiss-Werten der Literatur verglichen, die mit Na-K-Phosphat-Puffer und porci-
nen M,-Rezeptoren ermittelt wurden. Uber die dabei erzielten Ergebnisse geben
die Tabellen 4.1 und 4.2 Auskunft.

Literaturquelle Rezeptor- PECo,5aiss (W84) in Nu
Herkunft Na-K-Phosphat-Puffer

Diese Arbeit human 7,63 £ 0,06 -0,8™

Dittmann 2003 porcin 7,74 £ 0,07" P=027 -1,3™

GroBmidiller 2003 porcin 7,67 + 0,04" P=0561 -1,2™

Duda-Johner 2002 porcin 8,16 + 0,06% P<0.0 -1,0

Trankle et al. 1996 porcin 7,62" P=087 -1,1"™

Tabelle 4.1: Vergleich der in dieser Arbeit ermittelten Bindungsdaten von W84 in Na-K-Phosphat-
Puffer bei pH 7,4 und 23 °C unter Verwendung von [3H]NMS-besetzten humanen M,-Rezeptoren
und 1 nM [3H]NMS mit den an anderen Stellen verdéffentlichten Analogbefunden, die unter Einsatz
von 0,2 nM [3H]NMS und M,-Rezeptoren des Hausschwein-Herzens zustande kamen. Der in der
Arbeit von Trénkle et al. (1996) genannte ECy sqiss-Wert wurde in einen pEC, sqiss-Wert umgerech-
net. pEC sqiss ist ein MaB fur die Affinitat des Modulators zu [3H]JNMS-besetzten Rezeptoren und ny
ist das SteigungsmaB der Konzentrations-Effekt-Kurve. ¥™: Signifikanter/nicht signifikanter Unter-
schied der Kurvensteilheit n, zu —1 (F-Test) bzw. des betreffenden pECq sqiss-Wertes zu demjenigen
dieser Arbeit (ungepaarter t-Test). Angegeben sind, falls méglich, die Mittelwerte = deren Stan-
dardfehler.

Samtliche flir W84 und TD2 ermittelten Steigungskoeffizienten unterscheiden sich
nicht signifikant von —1. Die Affinitat von W84 zu NMS-besetzten humanen Rezep-
toren, die in dieser Arbeit gefunden wurde, ist identisch zu derjenigen an porcinen
Rezeptoren aus drei der vier angefiihrten Literaturquellen, lediglich zu dem
PECo,sdiss-Wert von Duda-Johner (2002) gibt es eine signifikante Differenz (siehe
Tabelle 4.1). Da sich der Affinitats-Wert von Duda-Johner (2002) jedoch signifi-
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kant von allen genannten Quellen unterscheidet, wird der Differenz zu dieser Ar-
beit keine Bedeutung beigemessen. Zwischen den beiden angegebenen pECy sdiss-
Werten von TD2, die an humanen bzw. porcinen Rezeptoren bestimmt wurden,

findet sich kein signifikanter Unterschied (siehe Tabelle 4.2).

Literaturquelle ~ Rezeptor- PECo,5diss (TD2) in Ny
Herkunft Na-K-Phosphat-Puffer

Diese Arbeit human 6,93 + 0,04 -1,0™

Duda-Johner 2002 porcin 6,85 + 0,11" P=043 -1,0mP

Tabelle 4.2: Vergleich der in dieser Arbeit ermittelten Bindungsdaten von TD2 in Na-K-Phosphat-
Puffer bei pH 7,4 und 23 °C unter Verwendung von [3H]NMS-besetzten humanen M,-Rezeptoren
und 1 nM [3H]NMS (oberhalb des Trennstriches) mit dem von Duda-Johner (2002) veréffentlichten
Analogbefund, der unter Einsatz von 0,2 nM [3H]NMS und M,-Rezeptoren des Hausschwein-
Herzens zustande kam (unterhalb des Trennstriches). pECqsqiss ist ein MaB fiur die Affinitat des
Modulators zu [3H]NMS-besetzten Rezeptoren und ny ist das SteigungsmalB der Konzentrations-
Effekt-Kurve. ™: Nicht signifikanter Unterschied der Kurvensteilheit ny zu —1 (F-Test) bzw. des
PECy,saiss-Wertes von Duda-Johner (2002) zu demjenigen dieser Arbeit (ungepaarter t-Test); °: Ein
exakter Zahlenwert wird in der Arbeit von Duda-Johner (2002) nicht genannt, es findet sich ledig-
lich die Angabe, dass ein nicht signifikanter Unterschied vorliegt. Angegeben sind die Mittelwerte %
deren Standardfehler.

Der Rezeptor-Herkunft kommt demnach bei der Bestimmung der Affinitat von W84
und TD2 zu Antagonist-besetzten M,-Rezeptoren unter Na-K-Phosphat-Bedingun-
gen keine Bedeutung zu. Es erscheint daher gerechtfertigt, die in dieser Arbeit
gefundenen Unterschiede zwischen den Affinitdten der Modulatoren zu humanen
und porcinen Rezeptoren vor dem Hintergrund der unterschiedlichen Pufferzu-
sammensetzung zu betrachten. Tabelle 4.3 fasst die Ergebnisse zusammen. Zu-
satzlich sind die in den beiden Inkubationspuffern bestimmten pECy sqiss-Werte von
TD14, TD15, TD16 und TD32 enthalten. Zum Zweck der Gegenuberstellung sind
die Affinitaten der W84-Derivate Dimethyl-W84 und WB64, die anderen Arbeiten
entnommen wurden, mitaufgefihrt.

Die Affinitaten von TD14 und TD32 zu [3H]NMS-besetzten Rezeptoren sind von
den verwendeten Inkubationsbedingungen unabhéangig, fir TD2, TD15 und TD16
ergeben sich aus einem Wechsel zwar signifikante, aber nur wenig ausgepragte
Affinitats-Verschiebungen. Demgegentiber hat das verwendete Puffersystem einen

ausgepragten Einfluss auf die Affinitat der aufgeflihrten Alkan-Bisammonium-Ver-
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bindungen. Durch den Wechsel von Mg-Phosphat-Tris- zu Na-K-Phosphat-Bedin-
gungen nimmt der pECosdiss-Wert in allen drei Fallen deutlich um mehr als eine
Dekade zu.

Fir beide Gruppen von Modulatoren ergibt sich somit ein deutlich unterschiedli-
cher Einfluss der Inkubationsbedingungen auf die Affinitat zu besetzten Rezepto-
ren. Dies ist vermutlich auf die unterschiedliche Pufferzusammensetzung zurtickzu-
fihren, da Staschen (1991 und 1994) zeigen konnte, dass eine Temperaturerh6-
hung von 23 °C auf 37 °C die Affinitat von W84 nicht wesentlich verandert.

Untersuchter Mg-Phosphat-Tris-P. Na-K-Phosphat-P. Affinitats-

Modulator PECo, sdiss PECo,54iss Differenz
TD2 6,73 (6,70; 6,77) 6,93 £ 0,04 0,20°
TD14 6,67 + 0,06 6,50 £ 0,04 -0,17"
TD15 6,59 £ 0,05 6,76 £ 0,03 0,17°
TD16 6,84 + 0,03 7,42 £ 0,04 0,58°
TD32 5,79 + 0,07 5,94 + 0,04 0,15™
W84 5,99 + 0,07 7,63 = 0,06 1,64°

Dimethyl-W84 6,77 + 0,03® 8,09 + 0,08" 1,325
WB64 7,86 + 0,07° 9,03 + 0,05° 1,17°

Tabelle 4.3: Affinitdten ausgewahlter Silizium-haltiger (oberhalb des Trennstriches) bzw. Alkan-
Bisammonium-Modulatoren (unterhalb des Trennstriches) an [3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren
unter zwei verschiedenen Inkubationsbedingungen (3 mM MgHPO,, 50 mM Tris, pH 7,3 und 37 °C
bzw. 4 mM Na,HPO,4, 1 mM KH,PO,4, pH 7,4 und 23 °C). Die [3H]NMS-Konzentration betrug in allen
Féllen 0,2 nM. pEC, sqiss ist ein MaB flr die Affinitét des Modulators zu [3H]NMS-besetzten Rezepto-
ren und die Affinitéts-Differenz ist die Differenz aus dem pEC sqss-Wert unter Na-K-Phosphat-
Bedingungen und dem pEC, sqss-Wert unter Mg-Phosphat-Tris-Bedingungen. ¥™: Signifikanter/nicht
signifikanter Unterschied zwischen den pEC sqss-Werten (ungepaarter t-Test); BV: Diese Daten
wurden der Arbeit von Balatkova (2002) bzw. Voigtlander et al. (2003) entnommen, sie kamen
unter Verwendung von 0,2 nM [3H]NMS und porcinen M,-Rezeptoren bzw. 1 nM [3H]NMS und
humanen M,-Rezeptoren zustande. Angegeben sind die Mittelwerte + deren Standardfehler aus

zwei bis funf unabhangigen Experimenten.

Bei der Abhdngigkeit des pECy sqiss-Wertes von der Zusammensetzung des Puffers
kommt den Magnesium-Ionen eine zentrale Bedeutung zu. Sie verzégern wie ein
allosterischer Modulator konzentrationsabhéngig die [3H]NMS-Dissoziation von M,-
Rezeptoren (Burgmer et al., 1998; Schulz, 1998; Dittmann, 2003), beeinflussen
kompetitiv den verzégernden Effekt von W84 auf die [3H]NMS-Dissoziation

(Burgmer, 1997) und interagieren kompetitiv mit dem Radioalloster [3H]Dimethyl-
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W84 (Weyand, 2001). Aufgrund dieser Befunde wird postuliert, dass Magnesium-
Ionen in das Bindungsverhalten typischer Modulatoren eingreifen (Burgmer et al.,
1998). Fur TD2, TD14, TD15, TD16 und TD32, deren Affinitaten keine oder nur
eine geringe Abhangigkeit von der Zusammensetzung des Inkubationspuffers zei-
gen, kann somit beziiglich der Pufferabhangigkeit eine im Vergleich zu den Alkan-
Bisammonium-Modulatoren andersartige Rezeptor-Interaktion vermutet werden.

Auch wenn nicht auszuschlieBen ist, dass die zumeist fehlende Pufferabhangigkeit
der Silizium-haltigen Verbindungen darauf beruht, dass sie im Gegensatz zu den
Alkan-Bisammonium-Substanzen nur Uber eine anstatt zwei positive Ladungen
verfligen, erscheint diese Schlussfolgerung vor dem Hintergrund der Literatur un-
wahrscheinlich. Dort findet sich eine fehlende Pufferabhangigkeit auBer bei unge-
ladenen Modulatoren nur flir solche Verbindungen, die in atypischer Form mit dem
Rezeptor interagieren (Trankle et al., 1996; Mohr, 2004). Es erschient daher nahe-

liegend, dass diese Erklarung auch auf die Silizium-haltigen Substanzen zutrifft.

4.4 Epitopabhangigkeit der Bindung Silizium-haltiger Modula-
toren an [3H]NMS-besetzten humanen M,-Rezeptoren unter

Na-K-Phosphat-Inkubationsbedingungen

Die sehr verschiedenen Struktur-Wirkungs-Beziehungen zwischen den Silizium-
haltigen und den Alkan-Bisammonium-Verbindungen (siehe 4.2) in Kombination
mit einem deutlich unterschiedlichen Einfluss der Zusammensetzung der Inkubati-
onspuffers auf die Affinitdt zu besetzten Rezeptoren (siehe 4.3) lassen vermuten,
dass beide Modulator-Klassen in unterschiedlicher Art mit dem M,-Rezeptor inter-
agieren. Diese Hypothese wurde fiir TD2, TD14, TD15, TD16 und TD32 Uberpriift,
indem die Abhangigkeit ihrer Affinitat an [3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren von
den Epitopen M, "Tyrosin und M, ***Threonin untersucht wurde, die vollstandig
die M,/Ms-Selektivitat von W84 erklaren kdnnen (Voigtlander et al., 2003; siehe
1.4.1). Zu diesem Zweck wurden ,loss-of-function-Mutationen" verwendet, bei
denen die genannten Epitope des M,-Rezeptors durch die jeweils korrespondie-

rende Aminosaure des Ms-Rezeptors (Glutamin bzw. Histidin) ersetzt wurden.
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Abhangigkeit der "
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Tabelle 4.4: Abhangigkeit der Bindung der Silizium-haltigen Modulatoren TD2, TD14, TD15, TD16
und TD32 an [3H]NMS-besetzten humanen M,-Rezeptoren von den Aminosduren M, ’Tyrosin und
M, ***Threonin. Ein Kreuz (X) bedeutet, dass die Modulator-Affinitdt gegeniiber dem M,-Wildtyp-
Rezeptor signifikant erniedrigt ist, wenn das betreffende Epitop (Tyrosin bzw. Threonin) durch die
korrespondierende Aminosaure des Ms-Wildtyp-Rezeptors (Glutamin bzw. Histidin) ersetzt wurde.
Wenn beide Epitope in die Bindung involviert sind, ist zusatzlich angegeben, ob durch sie die
M,/Ms-Selektivitat vollstandig erklart werden kann. Die Untersuchungen wurden durchgefiihrt in
Na-K-Phosphat-Puffer bei pH 7,4 und 23 °C unter Verwendung von 1 nM [3H]NMS.

Wie in Tabelle 4.4 dargestellt, ist die Bedeutung der beiden Aminosauren fir den
PECo sdiss-Wert innerhalb der funf untersuchten Silizium-haltigen Verbindungen un-
terschiedlich. Bei TD2 sowie den jeweils einseitig Naphthalimid-substituierten Deri-
vaten TD15 und TD16 ist die Interaktion des Modulators mit [3H]NMS-besetzten
M,-Rezeptoren von der '"’Tyrosin-Mutation abhiangig, von der ***Threonin-
Mutation ist sie hingegen unabhdngig. Die Anlagerung des Di-Naphthalimid-

haltigen Modulators TD14 kommt ohne Beteiligung der beiden untersuchten Epito-
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pe zustande, demgegeniiber sind sowohl M, ’Tyrosin als auch M, ***Threonin in
die Bindung von TD32 involviert, erklaren dessen M,/Ms-Selektivitdt jedoch nicht
vollstandig.

Aus diesem Befunden ergibt sich, dass der Austausch eines Phthalimid-Restes in
TD2 durch Naphthalimid (TD15 bzw. TD16) die Epitopabhangigkeit nicht veran-
dert, so dass das Haftareal dieser drei Modulatoren an M,-Rezeptoren vermutlich
identisch ist. Es kann durch die Naphthalimid-Einflihrung auf der Silizium-Seite
(TD16, pECq,sdiss = 7,42 £ 0,04) allerdings besser ausgenutzt werden (signifikanter
Affinitats-Gewinn gegenliber TD2, pECgsdiss = 6,93 + 0,04), demgegeniber stort
die analoge Strukturvariation auf der Ammonium-Seite (TD15, pECo sdiss = 6,76 *
0,03) die Rezeptor-Interaktion (signifikanter Affinitats-Verlust gegeniiber TD2).
Durch die Substitution des Phthalimid-Restes von TD15 bzw. TD16 durch Naphtha-
limid (TD14) geht die Bedeutung von M, *"’Tyrosin verloren, was auf die GréBen-
zunahme des Modulators zurlickgefiihrt werden konnte. Es ist vorstellbar, dass
TD14 dadurch zu voluminds geworden ist und in verdnderter, von M, ’Tyrosin
unabhangiger Form mit dem Rezeptor interagiert. Flir diese Hypothese spricht die
Tatsache, dass TD14 gegeniber TD15 und TD16 eine signifikant erniedrigte Affini-
tat zum M,-Wildtyp-Rezeptor aufweist (pECo,s4iss (TD14) = 6,50 = 0,04).

Der Austausch des quartaren Stickstoffes von TD14 durch einen tertiaren (TD32)
hat die Epitopabhangigkeit komplett verandert, beide Aminosduren sind nun fir
den pECysdiss-Wert von Bedeutung. Da zudem die M,/Ms-Selektivitat ausgehend
von etwa 1,1 Dekaden (TD14) auf rund 0,6 Dekaden (TD32) nahezu halbiert wur-
de und die Konzentrations-Effekt-Kurven deutlich steiler geworden sind (siehe
3.3), scheint aus dieser Strukturmodifikation eine grundlegend veranderte Rezep-
tor-Interaktion zu resultieren.

Innerhalb dieser Arbeit wurden die Auswirkungen einer ein- (TD15 und TD16) o-
der beidseitigen (TD14) Naphthalimid-Substitution in TD2 auf die Interaktion mit
[3H]NMS-besetzten Rezeptoren basierend auf zwei verschiedenen Testsystemen —
porcine M,-Rezeptoren, Mg-Phosphat-Tris-Puffer, pH 7,3 und 37 °C bzw. humane
M,-Rezeptoren, Na-K-Phosphat-Puffer, pH 7,4 und 23 °C — betrachtet. In der Ge-
gentliberstellung fallt auf, dass unter Verwendung des ersten Testsystems diese
vier Modulatoren den gleichen pECy sqiss-Wert aufweisen (siehe Abbildung 4.2) und

daher vermutlich in identischer Form mit dem Rezeptor interagieren, demgegen-
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Uber weichen die Epitopabhangigkeit (siche Tabelle 4.4) und die Affinitat von
TD14 (pECo,5diss = 6,50 = 0,04) signifikant von denjenigen der Verbindungen TD2,
TD15 und TD16 (pECo54iss = 6,93 + 0,04; 6,76 £ 0,03 und 7,42 £+ 0,04) ab, wenn
das zweite Testsystem zum Einsatz kommt. Da die Inkubationsbedingungen kei-
nen bedeutsamen Einfluss auf die Affinitat der Testsubstanzen haben (siehe 4.3),
kdnnte die in Relation zu den Ubrigen Verbindungen abweichende Rezeptor-
Interaktion von TD14 darauf zurlickzuflihren sein, dass in diesem Fall humane und
nicht porcine M,-Rezeptoren verwendet wurden.

Nach dem Stand der gegenwartigen Erkenntnis ist die Bindungsstelle allosterischer
muskarinischer Modulatoren extrazellular gelegen (Proska und Tucek, 1994;
Burgmer et al., 1998; Voigtlander et al., 2003). Die Aminosauresequenz des hu-
manen M,-Rezeptors entspricht in diesem Bereich weitgehend dem porcinen Re-
zeptor, nur in der Nahe des N-terminalen Endes finden sich an zwei Positionen

unterschiedliche Aminosauren:

Position Aminosaure im M,-Rezeptor des
der Aminosaure Menschen Hausschwein
10 Asparagin Serin
11 Serin Glycin

Tabelle 4.5: Unterschiede der Aminosauresequenz zwischen humanen und porcinen M,-Rezepto-
ren innerhalb des extrazelluldren Bereiches (nach Bonner et al., 1987).

Es sind zwei verschiedene Erklarungsansatze denkbar, weshalb die Art der Rezep-
tor-Interaktion von TD14 im Vergleich zu TD2, TD15 und TD16 vom unterschiedli-
chen Aufbau des N-terminalen Endes abhdangen konnte. Einerseits kdnnten die
Aminosauren in Position 10 und 11 an der Ausgestaltung der Bindungsstelle der
Silizium-haltigen Verbindungen beteiligt sein, so dass das Haftareal bei humanen
M,-Rezeptoren anders aufgebaut ware als bei denen des Hausschweins.

Die zweite Uberlegung geht auf das unterschiedliche Glykosylierungsmuster der
Rezeptoren zurlick, denn der humane M;,-Rezeptor ist im Gegensatz zum porcinen
an Position 9 glykosyliert (Raasch, 2002; Dittmann, 2003). Dieser Glykosyl-Rest
kdnnte die Bindungsstelle der Silizium-haltigen Verbindungen an humanen M;-

Rezeptoren verkleinern, so dass der recht volumindse Modulator TD14 nicht mehr
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wie an porcinen M;-Rezeptoren analog zu den kleineren Substanzen TD2, TD15
und TD16 mit dem Rezeptor in Wechselwirkung treten kann. Dies kénnte erklaren,
weshalb sich die Art der Rezeptor-Interaktion von TD14 an humanen M,-
Rezeptoren von derjenigen von TD2, TD15 und TD16 unterscheidet, wohingegen
diese vier Verbindungen an porcinen M;-Rezeptoren ein einheitliches Verhalten

zeigen.

4.5 Vergleich der Epitopabhangigkeit der Bindung Silizium-
haltiger Verbindungen mit derjenigen von Alkan-Bisammoni-

um-Modulatoren

Die Bedeutung der Aminosduren M, *’’Tyrosin und M, ***Threonin fiir die Bindung
von Modulatoren des Alkan-Bisammonium-Typs an [3H]NMS-besetzten humanen
M,-Rezeptoren wurde bislang anhand von vier Vertretern Uberprift. Untersucht
wurden neben W84 die jeweils zweifach methylierten Derivate Dimethyl-W84 bzw.
CHs,H,CH3,H sowie die Substanz WB64, die zwei laterale Naphthalimid-Gruppen
enthélt (Voigtldnder et al., 2003; Raasch, 2003 und diese Arbeit). Uber die Ergeb-
nisse dieser Studien gibt Tabelle 4.6 Auskunft.

Die beiden untersuchten Epitope erklaren jeweils vollstandig die M,/Ms-Selektivitat
dieser Modulatoren, zudem besitzt M, ’Tyrosin in allen Féllen eine gegeniiber M,
*BThreonin groBere Bedeutung. Die Haftareale von (Dimethyl-)W84, CHs,H,CHs,H
und WB64 sind somit ungeachtet der unterschiedlichen Modulator-Struktur ver-
mutlich identisch.

Die untersuchten Silizium-haltigen Substanzen weisen gegenliber den Alkan-
Bisammonium-Verbindungen eine deutlich abweichende Epitopabhdngigkeit auf
(sieche Tabelle 4.4). Diese Befunde bestdtigen somit die aufgestellte Hypothese,
dass es durch den singularen N*/Si-Austausch zu einer grundlegend verdnderten
Interaktion mit [3H]NMS-besetzten M,-Rezeptoren kommt. Aufgrund der Bedeu-
tung, die M, ’Tyrosin sowohl fiir die Affinitit der Verbindungen vom Alkan-
Bisammonium-Typ als auch fir diejenige von TD2, TD15, TD16 und TD32 hat,

erscheint es allerdings unwahrscheinlich, dass beide Gruppen von Modulatoren
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4.5 Vergleich der Epitopabhangigkeit der Bindung Silizium-haltiger Verbindungen
mit derjenigen von Alkan-Bisammonium-Modulatoren

komplett unterschiedliche Haftareale am Rezeptorprotein verwenden. Es ist eher
davon auszugehen, dass die Interaktionen dieser Liganden Uiber eine gemeinsame
Bindungsregion am M,-Rezeptor zustande kommt, wobei neben M, *’Tyrosin im
Detail unterschiedliche Haftpunkte verwendet werden. Die Verbindung TD14, de-
ren Epitopabhdngigkeit hingegen vollstandig von derjenigen der Alkan-
Bisammonium-Modulatoren abweicht, konnte sich an einem anderen Bereich des
Rezeptors anlagern, moglicherweise an der von Trankle und Mohr (1997) bzw.

Lazareno et al. (2000 und 2002) postulierten zweiten allosterischen Bindungsstel-

le.
Abhangigkeit der .
Untersuchter Bindung an VCE)IrllfltaE'ergge
Alkan-Bisammonium-artiger [3H]NMS-besetzten dor M /Mg-
Modulator M,-Rezeptoren von Selektzivitgt
177Tyrosin 423Threonin
0]
? % Hic, §3
3%,
N/\/\(ﬁf\/\/\/(’ll)\/\/'\l x X Ja
EH,CMs o
3 Br 0
° W84
(0}
0 B CHs \ CHs
Hs Jl ® HiC. | N
N/\/\N/\/\/\/Q\/\/ x X Ja
U CH3CH3 eBr C/)
Dimethyl-w84V
0}
0 B CHs \ CH,
Hs / @ HC. | N
N 1 ‘W®W / X X Ja
( HyCCHs CH3 ™ 2 g d

CHa, H,CH, HR

(0]
Br
0]
Q © Hye, {0 Q
N

/\/\(ﬁ/\/\/\/g\/\/ Ja
éH§H3 eBr 0 O x X
° WB64

Tabelle 4.6: Abhangigkeit der Bindung der Alkan-Bisammonium-artigen Verbindungen W84, Di-
methyl-W84, CH3,H,CH;,H und WB64 an [3H]NMS-besetzten humanen M,-Rezeptoren von den
Aminosduren M, Y’Tyrosin und M, ***Threonin. Ein Kreuz (X) bedeutet, dass die Modulator-
Affinitdt gegeniiber dem M,-Wildtyp-Rezeptor signifikant erniedrigt ist, wenn das betreffende Epi-
top (Tyrosin bzw. Threonin) durch die korrespondierende Aminosdure des Ms-Wildtyp-Rezeptors
(Glutamin bzw. Histidin) ersetzt wurde. Wenn die untersuchten Modulatoren zu den jeweils einfach
punktmutierten M,-Rezeptoren eine signifikant unterschiedliche Affinitat aufweisen, ist dies durch
unterschiedlich dicke Kreuze dargestellt, wobei die Punktmutante, die zu einem groBeren Affinitats-
Verlust fiihrt, durch ein dickeres Kreus symbolisiert ist. Zusatzlich ist angegeben, ob die M,/Ms-
Selektivitat komplett auf diesen beiden Epitopen basiert. Die Untersuchungen wurden durchgefiihrt
in Na-K-Phosphat-Puffer bei pH 7,4 und 23 °C unter Verwendung von 1 nM [3H]NMS. V/R: Die Be-
funde zu Dimethyl-W84 wurden aus Voigtlander et al. (2003) entnommen, diejenigen zu
CHs,H,CHs,H stammen von Raasch (2003).
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4. Diskussion

4.6 Atypisches Verhalten der Silizium-haltigen Modulatoren

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit haben ergeben, dass das allosteri-
sche Verhalten der Silizium-haltigen Verbindungen in einer Vielzahl von Aspekten
von demjenigen der Alkan-Bisammonium-Substanzen abweicht. In diesem Zu-
sammenhang sind vor allem die folgenden Punkte zu nennen:
e veranderte Epitopabhdngigkeit an [3H]NMS-besetzten Rezeptoren
(siehe 4.4),
o fehlende bzw. geringe Abhdngigkeit der Affinitdt an [3H]NMS-
besetzten Rezeptoren von der Zusammensetzung des Inkubati-
onspuffers (siehe 4.3),
e erhohte Steilheiten einiger Konzentrations-Effekt-Kurven flir die
Verzdgerung der [3H]NMS-Dissoziation (siehe 3.3),
e zumeist fehlender Einfluss lateraler Struktur-Modifikationen auf
die Affinitdt zu [3H]NMS-besetzten und freien Rezeptoren (siehe
4.1.1 und 4.1.2).

Alle diese Punkte charakterisieren auch das Verhalten des Bispyridinium-Derivates
Duo3 (Kostenis et al., 1994; Trankle et al., 1996 und Dittmann, 2003), das als
atypisch bekannt ist. Die Silizium-haltigen Verbindungen sind daher ebenfalls zu
den atypischen Modulatoren zu zahlen. Ihre atypischen Eigenschaften beruhen
ausschlieBlich auf der singularen N*/Si-Substitution und sind von der tbrigen Mo-
lekdlstruktur unabhangig. Dies erganzt die von Gilsbach et al. (2003) angestellten
Uberlegungen, welche Strukturelemente bei denjenigen Modulatoren, die den Al-
kan-Bisammonium-Substanzen strukturell ahnlich sind, Uber ein typisches oder
atypisches Bindungsverhalten entscheiden.

Zum gegenwartigen Zeitpunkt ist nur sehr wenig Gber die molekularen Vorgadnge
bei der Interaktion atypischer Modulatoren mit dem M,-Rezeptor bekannt. Der
Einsatz der Silizium-haltigen Verbindungen kénnte im Rahmen zukilnftiger Projek-
te jedoch wertvolle Erkenntnisse iber den Mechanismus atypischer allosterischer

Interaktionen ermdglichen. Dies macht diese Modulator-Klasse somit zu besonde-
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4.6 Atypisches Verhalten der Silizium-haltigen Modulatoren

ren experimentellen Werkzeugen, die fiir ein besseres Verstandnis der allosteri-

schen Modulation an muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren sorgen kdnnte.
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Kapitel 5

Zusammenfassung

Von den muskarinischen Acetylcholin-Rezeptoren, die zu den G-Protein gekoppel-
ten Rezeptoren zdhlen, sind flinf verschiedene Subtypen — M; bis Ms — bekannt.
Alle Rezeptor-Subtypen besitzen neben der Acetylcholin-Bindungsstelle, die auch
als orthosterische Bindungsstelle bezeichnet wird, ein weiteres spezifisches Haft-
areal, die allosterische Bindungsstelle. Uber diese kann die Bindung eines or-
thosterischen Liganden moduliert werden.

Zu den besonders intensiv untersuchten allosterischen Modulatoren von Muskarin-
Rezeptoren zahlen die Verbindungen vom Alkan-Bisammonium-Typ, die aufgrund
ihrer Eigenschaften als ,typische Modulatoren" klassifiziert werden. Der Hauptver-
treter dieser Gruppe ist der Modulator W84 [N,N’-Bis[3-(1,3-dihydro-1,3-dioxo-2H-
isoindol-2-yl)propyl]N,N,N’,N’-tetramethyl-1,6-hexan-diammoniumdibromid].  Be-
dingt durch die zwei quartdren Stickstoffe konnte das Verteilungsmuster von W84
im Organismus jedoch unguinstig sein. Voruntersuchungen zeigten, dass der Aus-

tausch eines quartaren Stickstoffes durch ein Silizium-Atom ohne Verlust der al-
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5. Zusammenfassung

losterischen Wirkqualitat moglich ist. Das Silizium-Analogon von W84, TD2 [{6-
[Dimethyl-(3-phthalimidopropyl)silyl]hexyl}-dimethyl-(3-phthalimidopropyl)ammo-
niumbromid], war der erste Vertreter der Silizium-haltigen Modulatoren. TD2 for-
dert wie die allermeisten anderen der bisher untersuchten Silizium-haltigen Sub-
stanzen die Bindung des Muskarin-Rezeptor-Antagonisten [3H]/MWMethylscopolamin
([3HINMS) an M,-Rezeptoren (positive Kooperativitdt), wahrend dessen Bindung
von allen strukturanalogen Alkan-Bisammonium-Modulatoren abgesenkt wird (ne-
gative Kooperativitat).

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollten die Struktur-Wirkungs-Beziehungen
der Silizium-haltigen Modulatoren anhand von vierzehn Vertretern charakterisiert
werden, die sich von TD2 vor allem durch die Modifikation der lateralen Phthali-
mid-Reste unterscheiden. Es wurden Radioligand-Bindungsstudien mit [3H]NMS an
M,-Rezeptoren unter Verwendung von Membransuspensionen aus Hausschwein-
Herzventrikel-Gewebe durchgefiihrt (Mg-Phosphat-Tris-Puffer: 3 mM MgHPO4 x 3
H,O, 50 mM Tris-HCI; pH 7,3 und 37 °C). Die allosterische Verzogerung der
[3H]NMS-Dissoziation ergab mit dem pECqsqiss-Wert ein MaB fir die Modulator-
Affinitat zu [3H]NMS-besetzten Rezeptoren. Aus dem Effekt der Testsubstanzen
auf die [3H]NMS-Bindung wurde die Modulator-Affinitdt zu freien Rezeptoren, aus-
gedrickt durch die KenngréBe pKa, sowie die Kooperativitat mit [3H]JNMS, ausge-
drickt durch den Parameter pa, abgeleitet.

Die Affinitat zu [3H]JNMS-besetzten Rezeptoren ist von den strukturellen Variatio-
nen an TD2 weitgehend unabhdngig, solange der quartdre Stickstoff und zumin-
dest ein lateraler aromatischer Rest erhalten bleibt. Die Affinitat zu freien Rezepto-
ren wird hingegen starker verandert, der pKa-Wert scheint im Vergleich zu TD2
mit zunehmendem GréBe der lateralen Reste geringer zu werden. Mit Ausnahme
einer neutral kooperativen Substanz erhdhen alle getesteten Silizium-haltigen Mo-
dulatoren mit einem aromatischen Rest auf der Silizium-Seite des Molekiils die
[3H]NMS-Bindung, die positive Kooperativitdt ist dabei im Vergleich zu TD2 zu-
meist signifikant starker ausgepragt.

Der Vergleich dieser Struktur-Wirkungs-Beziehungen mit denen der strukturanalo-
gen Alkan-Bisammonium-Modulatoren ergab deutliche Unterschiede. Der N*/Si-
Austausch hat die allosterische Interaktion mit dem Rezeptorprotein offenbar

grundlegend geandert.
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5. Zusammenfassung

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Rezeptor-Interaktion ausgewahlter Silizium-
haltiger Substanzen unter Verwendung von Rezeptormutanten ndher untersucht.
Es war bekannt, dass die M,/Ms-Selektivitdt von W84 an [3H]NMS-besetzten Re-
zeptoren vollstédndig durch die beiden Aminosduren M, ’Tyrosin und M,
*Threonin erklarbar ist. Die humanen M- und Ms-Wildtyp- sowie punktmutierten
M,-Rezeptoren wurden in COS7-Zellen exprimiert. An Membransuspensionen die-
ser Zellen wurden die Affinitdten der Testsubstanzen zu den jeweiligen mit
[3HINMS besetzten Rezeptoren bestimmt (Na-K-Phosphat-Puffer: 4 mM Na,HPO;,,
1 mM KH,POs; pH 7,4 und 23 °C). Es zeigte sich, dass das Epitop M, ***Threonin
nicht in die Bindung von TD2 involviert ist, dies gilt auch fir die durch ein- oder
beidseitige, laterale Naphthalimid-Einflihrung entstandenen TD2-Derivate. Dem-
gegeniiber ist die Bedeutung von M, ’Tyrosin offenbar von der Struktur des Mo-
dulators abhangig, flir TD2 sowie flr dessen Mono-Naphthalimid-Derivate erwies
sich My Y"Tyrosin als relevant, fiir diejenige Silizium-haltige Substanz, die zwei
endstandige Naphthalimid-Reste tragt, hingegen nicht. Im Gegensatz dazu erkla-
ren die beiden Epitope komplett die M,/Ms-Selektivitat des analogen W84-
Derivates mit zwei endstandigen Naphthalimid-Resten. Die unterschiedlichen
Struktur-Wirkungs-Beziehungen beider Modulator-Klassen unterliegen somit einer
verschiedenartigen Abhangigkeit von den Aminosauren des Rezeptorproteins.

Neben dem zumeist fehlenden Einfluss lateraler Strukturmodifikationen auf die
Affinitat und der gegeniiber den W84-artigen Verbindungen veranderten Epito-
pabhangigkeit ist das Verhalten der Silizium-haltigen Substanzen zudem durch
eine fehlende Abhangigkeit des pECysqiss-Wertes von der Zusammensetzung des
Inkubationspuffers sowie teilweise signifikant erhdhten Steilheiten der Konzentra-
tions-Effekt-Kurven gekennzeichnet. Diese Eigenschaften erlauben es, die Silizium-
haltigen Verbindungen den atypischen allosterischen Modulatoren zuzuordnen. Im
Rahmen zukiinftiger Projekte kdnnten sie daher als wertvolle Forschungswerkzeu-
ge dienen, um einen tieferen Einblick in die molekularen Mechanismen atypischer
allosterischer Wechselwirkungen mit Muskarin-Rezeptoren zu erhalten, worliber

zur Zeit nur wenig bekannt ist.
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Kapitel 7

Anhang

Nachfolgend sind die statistischen Gegentiberstellungen der pECy sgiss-Werte (Ta-
belle 7.1), der pKa-Werte (Tabelle 7.2) sowie der pa-Werte (Tabelle 7.3) samtli-
cher im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Silizium-haltigen allosteri-
schen Modulatoren zusammengefasst. Angegeben sind jeweils die p-Werte, die
aus einem ungepaarten t-Test resultieren. Signifikante Unterschiede (p < 0,05)
sind durch eine hellgraue Einfarbung hervorgehoben. Fir den Fall statistisch un-
gleicher Standardfehler wurde eine Korrektur nach Welch (,(W)") hinzugenom-

men.
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Arbeit untersuchten Silizium-haltigen Modulatoren. Erlduterungen zum verwendeten statistischen

Tabelle 7.1: Statistischer Vergleich der pECqsqiss-Werte samtlicher im Rahmen der vorliegenden
Verfahren sowie der Art der Darstellung finden sich auf Seite 157.
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Tabelle 7.2: Statistischer Vergleich der pK,-Werte samtlicher im Rahmen der vorliegenden Arbeit

untersuchten Silizium-haltigen Modulatoren. Erlduterungen zum verwendeten statistischen Verfah-

ren sowie der Art der Darstellung finden sich auf Seite 157.
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Tabelle 7.3: Statistischer Vergleich der pa-Werte samtlicher im Rahmen der vorliegenden Arbeit

untersuchten Silizium-haltigen Modulatoren. Erlduterungen zum verwendeten statistischen Verfah-

ren sowie der Art der Darstellung finden sich auf Seite 157.
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